Universidad de La Salle

Ciencia Unisalle
Medicina Veterinaria

Facultad de Ciencias Agropecuarias

2007

Evaluación de la capacidad fecundante del semen canino
congelado, comparando glicerol, etilenglicol y DMSO como
crioprotectores en el diluyente tris glucosa yema de huevo
Carmen Lucía Bonilla Hernández
Universidad de La Salle, Bogotá

Randy Ballesteros Mejía
Universidad de La Salle, Bogotá

Follow this and additional works at: https://ciencia.lasalle.edu.co/medicina_veterinaria
Part of the Comparative and Laboratory Animal Medicine Commons

Citación recomendada
Bonilla Hernández, C. L., & Ballesteros Mejía, R. (2007). Evaluación de la capacidad fecundante del semen
canino congelado, comparando glicerol, etilenglicol y DMSO como crioprotectores en el diluyente tris
glucosa yema de huevo. Retrieved from https://ciencia.lasalle.edu.co/medicina_veterinaria/349

This Trabajo de grado - Pregrado is brought to you for free and open access by the Facultad de Ciencias
Agropecuarias at Ciencia Unisalle. It has been accepted for inclusion in Medicina Veterinaria by an authorized
administrator of Ciencia Unisalle. For more information, please contact ciencia@lasalle.edu.co.

EVALUACIÓN DE LA CAPACIDAD FECUNDANTE DEL SEMEN
CANINO CONGELADO, COMPARANDO GLICEROL, ETILENGLICOL Y
DMSO COMO CRIOPROTECTORES EN EL DILUYENTE TRISGLUCOSA-YEMA DE HUEVO

CARMEN LUCÍA BONILLA HERNÁNDEZ

RANDY BALLESTEROS MEJÍA

UNIVERSIDAD DE LA SALLE
FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA
BOGOTÁ D.C
2007

EVALUACIÓN DE LA CAPACIDAD FECUNDANTE DEL SEMEN
CANINO CONGELADO, COMPARANDO GLICEROL, ETILENGLICOL Y
DMSO COMO CRIOPROTECTORES EN EL DILUYENTE TRISGLUCOSA-YEMA DE HUEVO

CARMEN LUCÍA BONILLA HERNÁNDEZ
Código. 14991024

RANDY BALLESTEROS MEJÍA
Código. 14002011

Trabajo de grado presentado como requisito para optar por el titulo de
médico veterinario

Director
OSCAR JAVIER BENAVIDES, M.V. Esp

UNIVERSIDAD DE LA SALLE
FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA
BOGOTÁ, D.C
2007

DIRECTIVOS

RECTOR

Hno.Carlos Gabriel Gómez Restrepo

VICERECTOR ACADEMICO

Hno. Henry Alberto Ramírez

VICERRECTOR DE PROMOCION
Y DESARROLLO HUMANO

Hno. Edgar Figueroa Abrajim

VICERRECTOR ADMINISTRATIVO

Dr. Mauricio Fernández Fernández

DECANO DE LA FACULTAD

Dr. Pedro Pablo Martínez Méndez

SECRETARIA ACADEMICA

Dra. María Teresa Uribe Mallarino

DIRECTOR CLINICA VETERINARIA

Dr. Humberto Vásquez Romero

APROBACIÓN

DIRECTOR

______________________________
Dr. Oscar Javier Benavides

JURADO

______________________________
Dr. César Díaz Rojas

JURADO

______________________________
Dr. José C. Coelho

SECRETARIA ACADÉMICA

______________________________
Dra. María Teresa Uribe Mallarino

DEDICATORIA

A nuestros padres pues que con su apoyo y constancia nos respaldaron y
ayudaron durante toda la carrera y el desarrollo de este trabajo.

A todas y cada una de las personas que nos acompaño durante el transcurso
de nuestros estudios y a los que nos ayudaron a alcanzar la meta de
culminarlos.

AGRADECIMIENTOS

A DIOS por

ser el inspirador de las acciones que nos llevan a nuestro

desarrollo personal.

Al Dr. Oscar Javier Benavides pues con su apoyo incondicional y orientación
nos enseño alternativas en el áreas de reproducción asistida que se pueden
aplicar de manera práctica en la medicina veterinaria y nos abrió las puertas
de la investigación.

A la clínica Veterinaria Dover quine nos abrió sus puertas para poder llevar a
cabo la parte practica y experimental y así poder avanzar en nuestro estudio
y práctica.

Al Dr. César Gómez quien nos apoyo y oriento con sus conocimientos
durante parte del desarrollo de la trabajo.

A las demás personas y compañeros que nos acompañaron y colaboraron en
el proceso de investigación.

A la UNIVERSIDAD DE LA SALLE y a sus docentes por los conocimientos
que nos brindaron durante toda la carrera.

Al Dr Camilo Arbouin quine nos colaboro en el área del laboratorio

A la Dra. Claudia Jiménez, quien gracias a sus conocimientos, nos guió y
apoyo en el desarrollo experimental de nuestra tesis.

Al Dr. César Díaz quien nos brindo su apoyo de manera incondicional para el
buen desenlace de nuestro trabajo de grado.

Al Dr.

Jose C. Coelho de Oliveiros por su dedicación en entrega y

compromiso desde el inicio de nuestra investigación

Al Dr. Hernando Leuro pues gracias a sus conocimientos en el área de
reproducción nos colaboro en gran parte del desarrollo de nuestro trabajo.

COMPROMISO

Los trabajos de grado, no deben contener ideas que sean contrarias a la
doctrina de la Iglesia Católica, en asuntos de dogma y moral.

Ni la Universidad, ni el asesor, ni el jurado calificador, son responsables de
las ideas expuestas por los graduandos.

CONTENIDO

Pag.
INTRODUCCIÓN
GLOSARIO
RESUMEN
ABSTRAC
INTRODUCCIÓN

1

1. MANEJO MACHO REPRODUCTOR

2

1.2. VALORACIÓN DEL MACHO REPRODUCTOR

3

1.3. RECOLECCIÓN DEL SEMEN

5

1.4. EVALUACIÓN DEL SEMEN MACRO Y MICROSCÓPICAMENTE

6

1.4.1. Volumen y Color

7

1.4.2. Morfología

8

1.4.3. pH

9

1.4.4. Motilidad

9

1.4.5. Concentración

12

1.4.6. Aspectos de la evaluación microscópica del semen

13

2. FACTORES QUE AFECTAN LAS CARACTERÍSTICAS DEL SEMEN 16
2.1. EXÁMENES COMPLEMENTARIOS PARA LA EVALUACIÓN
MICROSCÓPICA DEL SEMEN

17

2.2. PROCESAMIENTO DEL SEMEN

18

2.2.1. Semen diluido

20

2.2.2. Congelamiento del semen

22

2.3. DILUYENTES Y CRIOPROTECTORES

28

2.4. ALMACENAMIENTO DEL SEMEN

31

2.4.1. Calidad seminal

32

3 MANEJO DE SEMEN CONGELADO

32

3.1 DESCONGELACIÓN DEL SEMEN

33

3.1.1. Evaluación espermática post-descongelación

34

3.2. INSEMINACIÓN ARTIFICIAL

36

3.2.1. Tipos de inseminación

37

4. DETERMINACIÓN DEL PERÍODO FERTIL EN LA PERRA

39

5. PREÑEZ

40

5.1. TASA DE PREÑEZ

40

5.1.1. Diagnostico de preñez

41

6. MATERIALES Y MÉTODOS

43

6.1. LOCALIZACIÓN

43

6.2. POBLACIÓN Y MUESTRA

43

6.3. VARIABLES

44

6.4. ANÁLISIS ESTADÍSTICO

44

6.5. MÉTODOS Y PROCEDIMIENTOS

45

7 RESULTADOS

50

8. CONCLUSIONES

56

RECOMENDACIONES

58

BIBLIOGRAFÍA

60

ANEXOS

LISTA DE TABLAS

PAG
TABLA
TABLA
TABLA

N°1
N°2
N°3

TABLA

N°4

TABLA
TABLA

N°5
N°6

TABLA

N°7

Componentes de los diluyentes empleados por Sabine Schäfer-Somi
Nominación y composición de cada medio de congelación
Distribución de los medios de congelación para los grupos
de perras formados
Relación de los datos y el promedio obtenidos de los eyaculados
precongelación
Relación del rendimiento de los eyaculados en cantidad de pajillas
Resultados para % de motilidad y % en prueba hipoosmotica (P. H.)
expresados en promedio y mediana para cada uno de los
crioprotectores post descongelación
Formula y características químicas de las moléculas crioprotectoras

29
45
47
50
51
52

57

LISTA DE GRAFICAS

PAGINA
GRÀFICA

GRÀFICA

N°1 comparación de promedios de porcentaje de motilidad post
Descongelación de los diferentes crioprotectores
comparación de promedios de porcentaje de células que
N°2 respondieron a la prueba hipoosmotica post descongelación de los
diferentes crioprotectores

52

53

LISTA DE IMAGENES

PAGINA
IMAGEN N°1 y 2
IMAGEN
N°3
IMAGEN
N°4
IMAGEN
N°5
IMAGEN
N°6
IMAGEN
N°7
IMAGEN N°8 y 9
IMAGEN
N°10
IMAGEN
N°11
IMAGEN
N°12
IMAGEN
N°13
IMAGEN
N°14
IMAGEN
N°15
IMAGEN N°16/17
IMAGEN
N°18
IMAGEN
N°19
IMAGEN
N°20

endoscopio
preparación perra para inseminación artificial
inseminación artificial
revisión sistema reproductor
pistola de inseminación y catéter
posicionamiento del catéter en el cervix
introducción del catéter en el cervix
termo de nitrógeno
laboratorio
procesamiento de muestras
identificación canister del termo
pajillas de 0,5 ml
descongelación de la pajilla
evaluación motilidad del espermatozoide
dilución para la prueba de prueba hipoosmotica
Incubación para prueba hipoosmotica
Fructosa 100 mM

68
68
69
69
70
70
71
72
72
73
73
74
74
75
75
76
76

GLOSARIO

INSEMINACIÓN ARTIFICAL es todo aquel método de reproducción en el
que el esperma es depositado en la hembra utilizando técnicas que
reemplazan a la copulación, ya sea en óvulos (intrafolicular), en el útero, en
el cérvix o en las trompas de Falopio.

PRUEBA HIPOOSMÓTICA, permite evaluar

la funcionalidad de la

membrana plasmática de los espermatozoides mediante la observación de
alteraciones morfológicas que sufren las células espermáticas al ser
expuestas a condiciones hipotónicas (incremento de tamaño y flagelos
flectados o curvos).

CRIOPRESERVACIÓN es el proceso en el cual células o tejidos son
conservados

mediante

su

congelación

a

muy

baja

temperaturas,

generalmente entre -80ºC y -196ºC (el punto de ebullición del nitrógeno
líquido). A esas temperaturas, cualquier actividad biológica, incluidas las
reacciones bioquímicas que producirían la muerte de una célula, quedan
efectivamente detenidas

CRIOPROTECTOR: molécula que penetra al interior de las células
proviniendo lesiones por congelación

GLICEROL: Crioprotector permeable que se une directamente a los
fosfolipidos de la membrana reduciendo su fluidez e interactuando con las
proteínas y glicoproteínas de la membrana, regula la deshidratación
espermática durante el congelamiento al reemplazar osmóticamente el agua

intracelular. En el diluyente para semen canino la concentración de glicerol
varía entre un 2 y un 11% en diversos protocolos empleados

DMSO: es una sustancia

que se puede usar como crioprotector o

criopreservante ya que pasa a través de la membrana celular mas fácilmente
que el glicerol, evita la cristalización del agua dentro de la célula. La
concentración en la cual se han obtenido mejores resultados con este
crioprotector es al 5%

ETILENGLICOL La permeabilidad de las células para cada crioprotector es
diferente y se ha visto que el etilenglicol penetra mucho más rápido a las
células espermáticas de Humano, Ratón y verraco; la concentración a la que
se utiliza este crioprotector es 5%

FECUNDACIÓN es la fusión de dos células sexuales o gametos en el curso
de la reproducción sexual, dando lugar a la célula huevo o cigoto donde se
encuentran reunidos los cromosomas de los dos gametos. En los animales
los gametos se llaman respectivamente espermatozoide y óvulo, y de la
multiplicación celular del cigoto parte la formación de un embrión, de cuyo
desarrollo deriva el individuo adulto

MOTILIDAD ESPERMÁTICA: es un parámetro que refleja la vitalidad del
eyaculado en función de la cantidad de células en movimiento de una
muestra, teniendo en cuenta que siempre va a existir un número de
espermatozoides que aunque no se muevan en el momento de la evaluación
en cambio sí sean viables.

RESUMEN
Gracias a la congelación de semen es posible utilizar el valioso material
genético de un canino y favorecer los intercambios

internacionales de

semen, Claro está, salvaguardando las barreras sanitarias en lo que respecta
a la posible transmisión de enfermedades infectocontagiosas.
La criopreservación del semen permite que obstáculos como los riesgos que
se presentan por transporte, seguridad e integridad física de animales se
minimicen, pues el hecho de mantener el semen congelado facilita el proceso
reproductivo, convirtiéndose en una herramienta potencial en esta área,
permitiendo, además, un mayor acceso a la reproducción de las diferentes
razas. Su utilización mediante inseminación artificial ha causado un gran
impacto sobre la reproducción animal y humana. Innumerables crías de
diferentes especies han nacido a partir del uso de semen congelado. Sin
embargo, constantemente se modifican los protocolos de congelación a fin
de obtener mejores resultados en relación a la supervivencia espermática y
fertilidad del semen al descongelarse. Es por esto que en este estudio se
realizaron pruebas con 3 crioprotectores diferentes para observar de manera
mas detallada su acción protectora sobre el espermatozoide y así poder
establecer cual de estas moléculas lo protegía aun más de la crió injuria a la
cual se ve sometido el espermatozoide en el momento de la congelación de
semen. El estudio se realizó en la clínica veterinaria Dover de Colombia en
Bogota D.C. Ciudad ubicada a una altura de Altura de 2600m sobre el nivel
del mar, con una temperatura Media de 14ºC que varía entre 8.9 y 19.9ºC.
Se encuentra ubicada a 4º 35’ latitud Norte y 74º 04’ longitud Oeste.

Se

emplearon 3 perros de diferentes razas para la posterior obtención de semen
para su congelación. Este semen fue analizado completamente teniendo en
cuenta todos los parámetros del espermiograma para valorar a los machos
reproductores.

Posteriormente se consiguieron 15 perras de gran

variabilidad en cuanto a razas y tamaños las cuales fueron inseminadas con

el semen obtenido anteriormente para ser valoradas a los 25 días pos
inseminación por medio de ecografía diagnosticando preñez positiva o
negativa; así se valoró la capacidad fecundante del semen congelado
evaluado con tres crioprotectores diferentes diluidos en un mismo medio.

Para observar la funcionalidad de la membrana espermática se uso el test de
prueba hipoosmotica la cual nos permitía observar y valorar
espermatozoide

individualmente

y

así

analizar

cual

de

a cada
los

tres

crioprotectores protegía mejor al espermatozoide y por lo tanto permitía su
mejor funcionamiento.

ABSTRAC
Throug to the freezing of semen is possible to use the valuable genetic
material of a canine one and to favor the international interchanges of they
semen, Of course, safeguard the sanitary barriers with regard to the
possible

transmission

of

infectocontagiosus

diseases.

The

criopreservación of semen allows that obstacles like the risks that appear
by transport, physical animal security and integrity are diminished, because
the fact to maintain semen congealed facilitates the reproductive process,
becoming a potential tool in this area, allowing, in addition, a greater
access to the reproduction of the different races. Its use by means of
artificial insemination has caused to a great impact on the human
reproduction animal and. Innumerable young of different species has been
born from the use of semen congealed.

Nevertheless, constantly the

freezing protocols are modified in order to obtain better results in relation to
the espermátic survival and fertility of semen when defrosting. It is by that
in this study tests with 3 crioprotectores different were made to take
aclouse view of the protective action on the spermatozoon and thus to be
able to establish as of these molecules it still more protected it of raised
insult to which one is put under the spermatozoon at the moment of the
freezing of semen. The research took place in the Dover veterinarian clinic
in Bogotá D.C. City located to a height of Height of 2600m on the level of
the sea, with an Average temperature of 14ºC that vary between 8,9 and
19.9ºC. One is located to 4º 35' 04 North latitude and 74º' west longitude.
3 dogs of different races for the later obtaining were used from semen for
their freezing. This they semen was analyzed completely considering all
the parameters of espermiogram to value the reproductive males. Later 15
dogs of great variability as far as races obtained themselves and sizes
which were inseminate with semen previously obtained to be valued to the
25 pos days insemination by means of after artificial insemination, we had

a positive or negative diagnostic using ultrasound.; thus I value the
fecundante capacity of semen congealed evaluated with three diluted
different crioprotectores in same means.

In order to observe the

functionality of the espermátic membrane use the

of hipoosmotic test

which allowed us to observe and to value to each spermatozoon
individually and thus to analyze as of the three crioprotectores was
protected better to the spermatozoon and therefore it allowed its better
operation.

INTRODUCCIÓN
Con el avance de la tecnología se ha presentado un creciente interés por el área
de reproducción en los perros reproductores y de exposición. El uso de la
inseminación artificial se ha incrementado considerablemente, usándose
especialmente el semen criopreservado, ya que brinda diferentes opciones como
el cruzar las razas en todo el mundo sin la necesidad física del animal,
sobrepasar el efecto de la edad e incluso la vida del animal, la preservación de
los genes en el banco de semen y el aumento de la variabilidad genética.
El poder realizar un análisis adecuado de los diferentes crioprotectores para la
criópreservación de semen y encontrar un protocolo que nos permita mantener la
capacidad fertilizante del mismo nos va a brindar información mas profunda en el
área de la biotecnología de la reproducción de pequeños animales y además en
un futuro se podrá llevar a cabo la utilización de estos para mejorar los alcances
reproductivos en nuestro país ya que se busca aportar conocimientos que guíen
a una mejor preparación y análisis de la criopreservación de semen canino.
En el siguiente proyecto se pretende determinar cual de las moléculas
crioprotectoras (glicerol, Etilenglicol y DMSO) mantiene de mejor forma las
características y viabilidad de los espermatozoides caninos realizando una
prueba de fertilidad in vivo, evaluando además todos los parámetros de
funcionalidad espermática y así permitir la utilización y aumento del potencial y
rendimiento reproductivo.

1. MANEJO MACHO REPRODUCTOR
El manejo reproductivo es entendido como un componente importante de la
reproducción asistida en los caninos. Los errores de manejo explican la mayoría
de los inconvenientes reproductivos en las clínicas y prácticas veterinarias.
Se debe realizar un plan de exploración clínica general del macho canino
reproductor que consta de:
1.Anamnesis: datos que facilita el propietario o encargado del animal por medio
de preguntas realizadas y así hacer saber de diferentes antecedentes que
puedan guiar u orientar sobre las enfermedades posibles que padece o pudo
haber padecido el animal.
2. Reseña del animal:
y Propietario: nombre, dirección, teléfono.
y Especie
y Edad: aparente y real
y Raza
y Sexo
y Color
y Peso
y Genero de servicio: compañía, deportes, etc.
3. Estado general:
y Constitución y temperamento: asténico (nervioso), apoplético (sanguíneo),
linfático.
y Actitudes y comportamiento
y Inspección general
4.

Examen: piel, ganglios, mucosas, temperatura, y, finalmente, examen por

sistemas

2

5. Pruebas complementarias y de laboratorio:
En todas las circunstancias, lo ideal es complementar el examen físico
(semiológico) e interrelacionarlo con los resultados de las pruebas radiográficas o
de laboratorio como: cuadro hemático, química sanguínea, cultivos, etc. Es
necesario tener en cuenta las condiciones genéticas de cada animal para así
poder eliminar de la reproducción animales con desordenes hereditarios como la
displasia de cadera, criptorquidismo, etc. 1 .
1.2. VALORACIÓN DEL MACHO REPRODUCTOR
La valoración de la fertilidad en los machos caninos es una parte necesaria para
cualquier programa reproductivo satisfactorio
y Edad:
Los perros jóvenes son infértiles antes

y durante la pubertad.

Cuando los

testículos comienzan a elaborar espermatozoides y testosterona el primer
eyaculado puede ser producido anormal, esto se va resolviendo cuando se
completa la pubertad (hacia los 10 meses de edad) 2 .
y Antecedentes Reproductivos:
Es la información más valiosa en la evaluación de la función reproductiva. La
libido canina y los niveles de testosterona pueden ser afectados en ejemplares
menos dominantes que otros, es importante conocer los servicios exitosos y
fallidos en orden cronológico, comportamiento, análisis previos del semen.

SARMIENTO, Rafael, Semiología Clínica Veterinaria, 2001, p. 38
PURSWELL, Beverly, Selección Del Macho Reproductor. Selecciones Veterinarias 2001. Vol. 9
No.1

1

2

3

Cualquier problema de salud previo o activo puede afectar en forma adversa la
fertilidad, tales como anormalidades músculo-esqueléticas (displasia de cadera),
neurológicas (síndrome de cauda equina), reproductivas (Criptoquidismo,
Brucelosis) y circulatorias.
y Pruebas para Brucelosis (Brucella canis):
Todos los animales potencialmente sementales deben hacerse la prueba de
aglutinación rápida en placa con 2-mercapto-etanol para Brucella canis cada 6
meses. 3

Deben formar parte de todo examen reproductivo canino ya que el

signo más común de la brucelosis es la infertilidad. La infección tanto aguda
como crónica produce alteraciones en la funcionalidad y producción de los
espermatozoides por afectar directamente los testículos.
y Examen físico:
La salud global es vital para la fertilidad. El reconocimiento de problemas
persistentes subyacentes en órganos es indispensable para el manejo
satisfactorio

de

cualquier

desorden

reproductivo.

Los

testículos

deben

mantenerse 2°C por debajo de la temperatura corporal normal (38.5 - 39.5°C)
para conservar la espermatogenesis normal, cualquier situación que afecte o
altere la termorregulación escrotal o salud global del animal puede causar
infertilidad temporal o permanente.
Durante el examen físico se deben revisar minuciosamente los genitales internos
y externos en su totalidad, pene, prepucio, glande, saco prepucial sobre el bulbo
peneano, piel escrotal, epidídimo, testículos, su textura , consistencia y simetría,
ambos testículos deben palparse sin dificultad hacia las 6 semanas de vida; la
ausencia testicular en perros mayores de 16 semanas es indicativo de
3

FELDMAN, Edgard. Endocrinología Y Reproducción Canina Y Felina. 2000. p. 672

4

criptorquidismo, en perros mas jóvenes la retracción temporaria de testículos
puede darse por nerviosismo o excitación 4 .

También se debe examinar la

próstata por vía rectal, su tamaño, consistencia y simetría. Debe examinarse el
sistema músculo esquelético porque la presencia de lesiones y patologías
articulares, principalmente de los miembros posteriores, pueden dificultar los
movimientos copulatorios del macho. 5
1.3. RECOLECCIÓN DEL SEMEN
Se

puede realizar mediante procedimiento manual, que es el sistema más

popular debido a que no se requiere de implementos especializados y por lo
tanto es de bajo costo. Se recomienda dejar un descanso sexual de 5 días al
macho reproductor. 6
En el momento de la recolección se debe tener en cuenta la líbido y facilidad de
maniobra; los beneficios de utilizar una perra en celo para la obtención del semen
canino facilita la eyaculación y por lo tanto, la recolección del mismo. Muchos
perros tendrán que eyacular sin la presencia de una perra y para esto se pueden
utilizar feromonas comerciales en caso de que los perros sean renuentes 7 8 .
El equipamiento necesario es mínimo. Un recipiente para recolectar el semen es
la única pieza realmente necesaria, pueden ser tubos de vidrio, cubiertas de
jeringas estériles. En caso de usar lubricante, se recomienda la utilización de
lubricantes no espermicidas, como el H-R lubricating jelly® (Lubricante en gel
hidrosoluble no espermicida) 9
4

FELDMAN Op cit, p. 539
SORRIBAS, Carlos E. Reproducción en los animales pequeños. 2da edición, 2000. p. 147
6
PURSWELL. Op. Cit. P. 85
7
KUTZLER M., Semen Collection In The Dog, Theriogenology, Vol. 64 No. 3, Agosto 2005, p. 750
8
ROOT, Margaret. Reproductive Behavior In Small Animals, Theriogenology, Vol. 64 No. 3, Agosto
2005, p. 737
9
KUTZLER M., Op. cit., p749
5

5

Para la recolección manual Inicialmente se toma el pene y es masajeado
vigorosamente a través del prepucio por detrás del bulbo del glande
sosteniéndolo con presión moderada pero constante hasta que se desarrolle una
erección parcial con engrosamiento del bulbo del glande, en este momento el
prepucio es rápidamente retraído caudalmente por detrás del bulbo del glande,
dirigir el pene hacia ventral hasta un Angulo de 45° y realizar presión pulsátil
sobre el bulbo. Otra forma es realizar un movimiento rápido y rítmico de atrás
hacia delante sobre la zona del bulbo. Las pulsaciones uretrales comienzan casi
en forma inmediata y algunos perros muestran movimientos de empuje mientras
se desarrolla la erección completa, una vez esto ocurra el pene completamente
erecto es rotado 180° manteniendo el dorso del pene dorsalmente el recolector
debe continuar aplicando una ligera presión por detrás del bulbo del pene la
eyaculación comenzara inmediatamente el pene esta posicionado 10 .
Finalizada la recolección manual, se debe proteger el pene de lesiones hasta que
pierda la erección 11 .
1.4. EVALUACIÓN MACRO Y MICROSCÓPICO DEL SEMEN
El examen del semen debe estar incluido en la evaluación por una posible
infertilidad o subfertilidad.
Las razones para la valoración del semen son:
y Confirmación de espermatogenesis normal antes de comenzar a usarlo como
semental.
y Casos de infertilidad que puedan ser adjudicados al perro.
y Comprobación de la producción de semen tras enfermedades.

10
11

KITZLER op cit, p. 752
Ibid., p. 572
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1.4.1. Volumen y Color
Se debe medir el volumen del eyaculado el cual varía según la raza, edad,
tamaño y no tiene relación con la fertilidad del animal. Puede variar desde 1
hasta 40 ml por eyaculado 12 , A partir del volumen y la concentración se calcula el
número total de espermatozoides, que suele variar entre 200 y 1200x106/ml, con
una concentración de la segunda fracción de 100 - 700x106/ml. 13
El perro eyacula normalmente en tres fracciones:
y Primera fracción: Denominada preespermática y su volumen varía desde gotas
hasta 1 ml aproximadamente, de consistencia acuosa y transparente, el tiempo
de emisión varía entre 30 y 50 segundos. 14
y Segunda fracción: Fracción espermática, mas rica en espermatozoides y
proviene del epidídimo, de color gris a blanco lechoso, la duración promedio del
segundo proceso de eyaculación varia entre 50 y 80 seg. y varía entre 0.5 y 2
ml.
y Tercera fracción: Fracción post-espermática o prostática, es la más voluminosa,
compuesta en su totalidad por líquido prostático, de color transparente y
acuosa, su emisión tiene una duración promedio de 3 a 30 minutos y es de
aproximadamente 4 ml (1 - 17 ml). No es necesaria la recolección de líquido
prostático para valorar la movilidad y morfología de los espermatozoides, ni
para la inseminación artificial. Si se va a utilizar el semen para inseminación
artificial, se recolecta suficiente líquido prostático para aumentar el volumen de
la muestra de modo que se pueda manejar con facilidad (por lo general de 5 a
10 ml). Se evita la obtención de líquido prostático excesivo debido al potencial
de efectos deletéreos sobre la viabilidad de los espermatozoides. 15

12

FELDMAN. Op. cit., p. 541
SIMPSON G., Manual De Reproducción Y Neonatología En Pequeños Animales, p. 131
14
SORRIBAS, Carlos E. Reproducción En Los Animales Pequeños, 2da Edición, 2000, p. 151
15
FELDMAN. Op. cit., p. 732
13
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Las dos fracciones, preespermática y espermática se recolectan juntas, cuando el
animal eyacula la tercera fracción se suspende la recolección de semen.
1.4.2. Morfología
La evaluación de la morfología consiste en la coloración de la muestra de la
segunda fracción y se calcula el porcentaje de las células normales dentro del
eyaculado. Sin el examen morfológico del semen cualquier valoración de la
fertilidad es incompleta; se puede usar coloración de Wrigth, eosina-nigrosina, los
espermatozoides aparecen silueteados sobre un fondo negro (nigrosina); fijación
del semen con formol (1- o 2 gotas de formol amortiguado en 1 ml de semen) y
luego se observa con microscopio de luz. 16
La evaluación de la morfología espermática debe realizarse en microscopio con
aceite de inmersión (1000x). Se examinan 100 espermatozoides y se clasifican
como vivos y normales, o muertos y/o anormales. Las anormalidades radican en
la cabeza (acrosomas desprendidos, protuberantes, defecto del cráter, cuello
torcido o roto), pieza media (gota citoplasmática proximal, unión al cuello,
mitocondrias alteradas), cola (gota citoplasmática distal pero suele ser aceptado
como normal, cola torcida, cola enrollada); los espermatozoides muertos son
penetrados por la eosina y tiñen de rosado.
Las anormalidades de los espermatozoides se clasifican en primarias y
secundarias:
y Anormalidades primarias: este tipo de anormalidades ocurren durante
espermatogenesis (dentro de los tubulos seminíferos), suelen ubicarse en la
cabeza y porción media del espermatozoide, aunque pueden observarse
16

PURSWELL. Op. cit., p. 87
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y Anormalidades secundarias: estas son problemas en la maduración del mismo
espermatozoide ocurre durante el tránsito a través del sistema de ductos del
testículo y epidídimo. Como un ejemplo de esta anormalidad es la gota
citoplasmática. Deben ser menores al 20% del esperma defectuoso en el perro
normal.
Las anormalidades no deben ser mayores al 30% de los defectos totales, es
decir un semen normal debe tener un mínimo de 80% de espermatozoides
morfológicamente normales. 17
1.4.3. pH
El pH normal del semen canino oscila entre 6,3 a 7 y depende de la cantidad de
líquido prostático recolectado; una disminución en el valor del pH podría indicar
una eyaculación incompleta o inflamación de testículos y epidídimo. El cambio
en el pH afecta la motilidad y viabilidad espermática. Se piensa que la naturaleza
alcalina del fluido prostático incrementa la motilidad espermática y ayuda a
neutralizar el ambiente ácido de la vagina durante su introducción. 18
1.4.4. Motilidad
El semen canino contiene cantidades apreciables de electrolitos como los
cloruros.

La motilidad del espermatozoide es incrementada por el potasio,

magnesio y calcio. Las vitaminas presentes en el plasma seminal son acido
ascórbico, inositol que ayuda en la regulación de la presión osmótica y trazas de
vitaminas del complejo B. Entre las bases nitrogenadas se encuentran la
17
18

SORRIBAS, Op. cit., p. 69
FELDMAN. Op. cit., p. 541
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ergotionina, base reductora que contiene azufre y cuyo papel podría ser el
proteger

de

los

metales

pesados

a

los

grupos

sulfhídricos

de

los

espermatozoides, ya que estos metales producen una disminución de la
motilidad. 19
Otras bases son la fosforil colina y la glicerofosforilcolina producidas por
secreciones genitales de la hembra, que finalmente se convierten en colina y
glicerina y constituyen una fuente energética para los espermatozoides, el
plasma seminal contiene polipeptidos y proteínas atípicas de bajo peso molecular
pero con acción protectora.
Para evaluar la motilidad se debe

observar inmediatamente después de la

recolección, esto para observar los espermatozoides aun cuando la temperatura
de su medio es aceptable para su sobrevivencia. Se coloca una gota del
eyaculado puro sobre un portaobjetos atemperado a 37ºC, se cubre con un
cubreobjetos y se valora al microscopio (ideal que su platina esté atemperada
porque si no es así, se reduce el tiempo para valorar puesto que son muy
sensibles al choque térmico) y se valora a 100x, 200x, y 400x. Se usa
habitualmente una escala de 0 a 5 valorando la calidad del movimiento: si es
progresiva o concéntrica, si es lenta y sinuosa o rápida. 20
La muestra debe mantenerse caliente (28°C aproximadamente)

ya que el

enfriamiento provoca una reducción de la motilidad, hecho que proporcionara una
falsa impresión sobre la calidad de la muestra; un descenso rápido de la
temperatura puede originar una alteración mediante “choque por frío” de los
espermatozoides; sin embargo, esto es poco frecuente en el semen del perro

19
20

QUIÑONES, Margarita. Inseminación Artificial Canina. 1991 p. 38
www.vtejg.com
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por ser relativamente resistente al choque. 21 La evaluación de la motilidad
progresiva puede ser dificultosa en las muestras muy concentradas, una dilución
de 1 a 1 de semen con solución salina al 0.9% o citrato sódico al 2.9%
calentados permitirá la determinación precisa de la motilidad en los
espermatozoides individuales.
Los espermatozoides que se mueven describiendo círculos presentan anomalías
en la cola, por esto se debe tomar nota aunque no constituye un buen síntoma.
Los espermatozoides pueden verse agrupados unos a otros y con otras células
(células epiteliales o macrófagos); se desconoce la importancia de este hecho en
el perro aunque a no ser que afecte a la totalidad de la muestra no es
probablemente un síntoma con pronóstico malo. 22
La motilidad descenderá según pase el tiempo de permanencia del portaobjetos
en el microscopio (posiblemente debido al efecto de la luz y el enfriamiento). El
semen canino normal es viable durante 20 a 30 minutos a temperatura
ambiente 23 pero se debe tener cuidado con los extremos térmicos ya que pueden
lesionar las células. El porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva
puede ser alterado por la exposición del semen a extremos térmicos, diluyentes
ácidos, agua, orina, pus, sangre o exceso de lubricantes. El semen debe ser
protegido de factores externos durante y después el proceso de recolección,
evitar el daño térmico, químico, osmótico y mecánico; para evitar el choque
térmico todo el equipo en contacto con el semen debe estar a una temperatura
de entre 20°C y 37°C, que corresponden a la temperatura en los testículos y la
del cuarto en donde se toma la muestra.

24

El choque por frío es conocido como el enfriamiento rápido del semen entre 30
21

ALLEN Edward., Fertilidad Y Obstetricia Canina. 1993. p. 59
ALLEN. Op. cit., p. 58
23
PURSWELL. Op. cit., p. 87
24
Ibid., p. 87
22
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°C y 0 °C, este induce un estrés letal en algunas células, el cual es proporcional
a la tasa de enfriamiento. Es así que el enfriamiento en este rango de
temperaturas debe ser realizado cuidadosamente y puede apreciarse durante el
enfriamiento de espermatozoides de cualquier especie. Es visto como un estado
extremo de estrés continuo influenciado por la velocidad con que este fenómeno
se inicia.
El hecho que el choque por frío causa un cambio de fase de los lípidos de la
membrana fue propuesto por Dobrins en 1993. Así mismo Holt obtuvo evidencias
de que el cambio de fase podría ser el responsable de las manifestaciones de
crioinjuria

observadas

durante

el

calentamiento

celular

luego

de

la

descongelación. 25
El estrés de membrana puede continuar por debajo de 0ºC sin que el cambio de
fase sea completo a dicha temperatura, sin embargo, es bien conocido que los
cambios de fase ocurren, en su mayoría, entre los 5ºC y 15ºC. El agregado de
preparaciones

lipídicas

purificadas

a

los

espermatozoides

reduce

significativamente el choque de frío y el daño producido por la congelacióndescongelación. Usualmente se incluye yema de huevo en la preparación de los
diluyentes debido a que los fosfolípidos y las lipoproteínas de baja densidad
poseen un efecto protector contra el choque de frío.
1.4.5 Concentración
Se debe calcular la concentración del eyaculado para conocer el número total de
espermatozoides presentes.

Se puede emplear el sistema Unopette para

leucocitos, en este, se extrae semen con la pipeta de 20 µl para su colocación en
2 ml de diluyente, la solución se coloca en ambos laterales de un hemacitometro
25

STORNELLI. Efecto De Los Procesos De Criopreservación Sobre La Fertilidad Seminal. p. 29
www.fcv.unlp.edu.ar/analecta/volumenes/ contenido/103_stornelli_criopreservacion
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o cámara de Neubauer y se cuenta el cuadrado central de 1mm. Se debe permitir
que los espermatozoides se sedimenten manteniendo el hemacitometro en una
cámara húmeda durante una hora, esto no es tan esencial pero incrementa la
exactitud del recuento debido a que después de ella todos los espermatozoides
habrán precipitado en el hemocitometro en lugar de flotar. El número de
espermatozoides contados en el cuadrado central grande equivale al número en
millones de los mismos por ml; Este valor es multiplicado por el volumen total del
eyaculado para calcular el número total de células en le mismo. Para el perro se
considera

normal

de

200

a

500

millones

de

espermatozoides

normales/eyaculado.
Cuando es semen congelado se ha estipulado que son necesarios entre 150 y
200 millones de espermatozoides por inseminación con una tasa de sobrevida
del 50% para obtener resultados satisfactorios. 26

27

Una vez recolectado el

semen puede ser almacenado, congelado o refrigerado a 5-10° manteniendo la
viabilidad de los espermatozoides durante un lapso de 18 a 21 horas.
1.4 .6. Aspectos de la evaluación microscópica del semen
Es entendido que la prueba final y decisiva sobre la fertilidad del semen de
cualquier especie y en cualquiera de sus formas bien sea fresco refrigerado o
criopreservado es la fecundación del oocito y obtención de la preñez de la hembra.
Pruebas para la evaluación microscópica del semen como volumen del eyaculado,
concentración espermática, porcentaje de motilidad en masa e individual y
morfología espermática sirven como parámetros para predecir la fertilidad, no
obstante, no son los únicos parámetros que deben ser tomados en cuenta sino
que también deben ser incluidos pruebas para verificar la integridad funcional de la
26

SORRIBAS, Op. cit, p. 69
DE LOS REYES, Monica., Congelación De Semen, Temas De Reproducción De Caninos Y
Felinos Por Autores Latinoamericanos. 2004. p.18
27
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membrana y acrosóma del espermatozoide y son estas pruebas realizadas in Vitro
de las que actualmente se habla que tienen correlación directa con la fertilidad del
semen canino criopreservado.
Lo anterior se explica ya que se ha encontrado que la motilidad del
espermatozoide luego de haber sido descongelado no tiene relación directa con la
integridad del acrosóma, esto es, que el espermatozoide puede mantener una
buena motilidad después del proceso de congelación y descongelación pero
durante este mismo proceso el acrosóma sufre daños importantes e irreversibles
en su integridad, lo que imposibilita al espermatozoide para llevar a cabo

la

reacción acrosomal, la cual es requerida para la penetración a la zona pelúcida y
la posterior fusión del espermatozoide con la membrana plasmática del oocito, lo
cual indica que la capacidad fecundante del semen criopreservado se reduce
significativamente 28,29 .
La membrana espermática es una estructura dinámica que participa en el
reconocimiento y transporte de moléculas, estas funciones permiten que el
espermatozoide adapte su metabolismo al medio en que se encuentra,
proporcionando un sistema molecular para el reconocimiento del ovocito
(Hammerstedt y col., 1990). La evaluación de su integridad constituye una
importante información en la evaluación de la fertilidad potencial del macho. La
prueba hipoosmótica o «hypoosmotic swelling test» (Jeyendran y col., 1984),
permite evaluar el estado anatomo funcional de la membrana plasmática de los
espermatozoides mediante la observación de alteraciones morfológicas que sufren
las células espermáticas al ser expuestas a condiciones hipotónicas (incremento
de tamaño y flagelos flectados o curvos), ya que, al haber un medio externo con
28

EILTS Bruce, Theorical Aspects Of Canine Cryopreserved Semen Evaluation, Vol. 64, No. 3,
Agosto 2005, p686.
29
RIJSSELAERE T., New Techniques For The Assessment Of Canine Semen Quality: A Review,
Vol. 64, No. 3, Agosto 2005, p 709
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una concentración de solutos mucho menor a la del interior del espermatozoide,
este ultimo, se hincha a consecuencia del ingreso de agua que ha dejado pasar la
membrana

plasmática

al

detectar

la

diferencia

en

el

gradiente

de

concentraciones 30 .
La integridad y buen funcionamiento de la membrana plasmática es fundamental
para el metabolismo espermático y para todas las etapas involucradas en el
proceso de fertilización
Se ha observado que la suspensión de espermatozoides en un medio hipotónico
ocasiona un desequilibrio osmótico entre el medio extracelular y el intracelular,
situación

que

el

espermatozoide

trata

de

vencer

difundiendo

agua

al

compartimiento intracelular y, como consecuencia, la célula aumenta su volumen
(Bredderman y Foote, 1969). En condiciones fisiológicas la fecundación no ocurre
si la membrana plasmática del espermatozoide es bioquímicamente inactiva, aun
cuando permanezca estructuralmente intacta, por lo tanto la prueba hipoosmótica
es un indicador más preciso que las coloraciones supravitales como eosinanigrosina (Tamuli y Watson, 1992). 31

32

La prueba hipo-osmótica se puede hacer con una solución a 60 mOsm de fructosa
y puesto en baño maría a 36°C durante 45 minutos, El número de
espermatozoides que responden positivamente al test debe ser igual o mayor de
un 60% 33 .
Es evidente que el recuento, la motilidad o la morfología de los espermatozoides
30

Ibid, p 708.
SANCHEZ, Uso De La Prueba Hipoosmotica En La Evaluación De La Fertilidad Potencial De
Semen Canino Fresco Y Congelado. Vol. 34, No. 1, Valdivia 2002.
32
Rev. investig. Vet. Peru v.16 n.2 Lima jul./dic 2005
33
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15

son parámetros que se obtienen de un espermiograma estándar, no obstante, no
ofrecen información completa del estado funcional del espermatozoide. Por esta
razón se habla que la evaluación optima de la capacidad fecundante es la de
estudiar directamente la interacción de los espermatozoides con la corona radiada
y la zona pelúcida del oocito; tal como los test de función espermática.
2. FACTORES QUE AFECTAN LAS CARACTERÍSTICAS DEL SEMEN
1. Pubertad: los eyaculados iniciales de un perro después de la pubertad
contienen espermatozoides anormales y muertos, con las eyaculaciones
posteriores se incrementa la concentración espermática y disminuye el número
de anormalidades; la testosteremia también aumenta después de la pubertad.
2.Frecuencia de la eyaculación: la frecuencia eyaculatoria tiene un efecto
contraproducente sobre el volumen seminal y la concentración espermática. Un
perro con actividad sexual frecuente u oligospermia puede retornar a la
actividad

cuando

se

emplea

espaciadamente

para

permitir

que

los

espermatozoides se acumulen en los epidídimos. 34
3.Tamaño y patología de la próstata: Wheaton y col en 1979 establecieron una
correlación directa entre el volumen seminal total por eyaculado y el tamaño
prostático en los perros con próstatas normales e hiperplasia prostática
glandular.

El volumen de eyaculación del semen colectado naturalmente

incremento de un modo lineal con el tamaño y peso de la próstata; Blender y
Col

en 1983 realizaron un estudio donde indican que la próstata continua

agrandándose durante los primeros 6 años de vida pero la función secretora y
por ende el volumen seminal por eyaculado comienza a disminuir después de
34

FELDMAN. Op. cit., p. 543
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los 4 años de vida. 35
4.Tamaño testicular. A medida que el peso (tamaño) testicular incrementa la
producción espermática diaria y el número de espermatozoides por eyaculado
también aumenta.
Mediante la criopreservación es posible detener el proceso que sufre el
espermatozoide desde la eyaculación hasta la fecundación y conservarlo en el
tiempo

potencialmente

fértil.

Crister

observó

que

los

espermatozoides

descongelados mótiles, con membranas intactas no mantenían su viabilidad y
capacidad fecundante durante tanto tiempo como los espermatozoides del semen
fresco. Estas observaciones se relacionan con los cambios semejantes a la
capacitación, inducidos por los procesos de congelación en la célula espermática.
Durante la congelación y descongelación se producen alteraciones celulares que
causan reducción de la fertilidad del semen criopreservado en comparación con el
semen fresco. Esta reducción de la fertilidad se relaciona tanto con la muerte de
las células que no soportan la injuria del proceso de congelación y
descongelación, como con la disfunción no letal instaurada en una parte de la
población sobreviviente. 36
2.1. EXÁMENES COMPLEMENTARIOS PARA EVALUACIÓN MICROSCÓPICA
DEL SEMEN
Una cantidad abundante de leucocitos en el líquido seminal, indica una infección
bacteriana, por lo tanto, es necesario realizar cultivos bacteriológicos
correspondientes o citologías de las secreciones del eyaculado. 37
Los microorganismos mas comunes en los machos son Pasteurella multocida,
35

Ibid., p. 544
STORNELLI. Op. cit., p. 29.
37
GARCÍA F. Patología Prostática
producción/próstata
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En

El

17

Perro.

www.edicionestecnicasreunidas.com/

Estreptococos, E. coli, Corynebacterium, a menos que exista un proceso
infeccioso evidente, las bacterias en el eyaculado no implican la presencia de
infección microbiana.
La presencia de neutrófilos puede proceder de la próstata aunque es más
corriente que sean contaminantes procedentes de la superficie del pene y de la
mucosa interna del prepucio.
En caso que se quisiera hacer evaluación prostática se debe recoger toda la
fracción posespermatica (prostática o tercera fracción) del eyaculado por ser mas
precisa para diagnosticar prostatitis bacteriana, el pH se encontrará acido
(pH=6,4) y posteriormente se debe realizar cultivos aerobio cuantitativos del fluido
y citología.

Las bacterias mas comúnmente aisladas son Escherichia coli.,

Mycoplasma sp., Sthapylococcus
Klebsiella

pneumoniae,

aureus, S. intermedius, Proteus mirabilis,

Micrococcus

sp,

Acinetobacter

sp.,

Enterobacter

cloacae. 38
La coloración amarilla del eyaculado indica la contaminación urinaria o presencia
de exudado purulento; la decoloración rojo o parda indica la presencia de sangre
y esto sugiere enfermedad prostática, trauma, o neoplasia.
2.2. PROCESAMIENTO DEL SEMEN
El semen puede usarse para inseminación inmediatamente (semen fresco) , se
puede refrigerar a 5°C o criopreservar y mantener indefinidamente en tanques
de nitrógeno liquido a -196°C.

Cada uno de estos métodos requiere de

consideraciones especiales para lograr tasas de preñez similares a las de la
monta natural. 39
38
39

SENIOR David F. Enfermedad Canina Prostática . www.ammvepe.com/articulos/prostatica
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El semen que va a ser utilizado en fresco, es decir, inmediatamente se va a
depositar en la vagina de la hembra, no requiere de ninguna otra manipulación a
menos que se considere que el volumen sea muy pequeño (<1ml). En estos
casos se puede utilizar un diluyente para aumentar su volumen (1-6 ml). En el
caso de que el semen vaya a ser transportado, el semen debe ser diluido si no
se va a utilizar en menos de una hora después de la colecta. La tasa de dilución
no se ha establecido aun pero se puede diluir desde 1:1 hasta 1:6 (semen :
diluyente). 40
Existen varios diluyentes en le mercado, pero el mas económico es la leche
descremada. El diluyente debe ser precalentado a 37 °C y mezclado con el
semen lentamente. Para que la cantidad del semen obtenida para su
conservación sea optima, se debe dejar descansar al perro 4 días tras la primera
recogida y después efectuar una recogida cada 48 horas, recoger solamente la
segunda fracción, diluir con tris-fructosa (pH 6.8) con el 8% de glicerina (v/v) +
20% de yema de huevo (v.v)., y alcanzar una concentración final mínima de 100
*106 espermatozoides/ml. 41 morfológicamente normales.
La determinación del número mínimo de espermatozoides ha sido objeto de
varios estudios, en algunos de estos se evaluaron inseminaciones con 200
millones de espermatozoides lográndose una tasa de preñez entre el 70% y 100
%, en otro estudio realizado por Tsutsui y col en 1988, se buscaba determinar el
número mínimo de espermatozoides progresivamente motiles y normales para
asegurar la concepción en diferentes perras, las concentraciones evaluadas
fueron 200, 100, 50 y 25 millones de espermatozoides por dosis de inseminación.
La tasa de preñez fue significativamente mas alta en las perras inseminadas con
40
41

ibid p. 207
ALLEN. Op. cit., p. 173
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200 millones de espermatozoides (80-100%) seguidas por las perras
inseminadas con 50 o 100 millones (50-33% respectivamente), sin embargo se
observo que a pesar que la tasa de preñez fue mayor con la dosis de 200
millones de espermatozoides, el número de fetos no vario significativamente
entre la dosis de 200 y la de 100 millones de espermatozoides. Otro estudio que
buscaba relacionar la calidad del semen con la tasa de preñez, concluyo que
mientras el número de espermatozoides viables fuera superior a 200 millones, la
tasa de preñez no se afectaría a pesar de que hubiera anormalidades
morfológicas del 8-28%. 42
En resumen, el total de espermatozoides viables que se recomienda utilizar de
acuerdo al sitio de deposición del semen son:
y Inseminación vaginal: 200 millones
y Inseminación transcervical: 100 millones
y Inseminación intrauterina: >20 millones 43
2.2.1. Semen Diluido:
En los casos en que no es necesario el empleo inmediato del semen recolectado
puede prolongarse su viabilidad en medios de dilución con antibióticos o sin ellos,
el diluyente es el elemento que contiene las sustancias necesarias para
mantener o incrementar la viabilidad espermática y debe:
1. Evitar el choque térmico: la leche descremada y la yema de huevo protegen al
espermatozoide contra las diferencias térmicas cuando se almacena refrigerado
a 5°C. Cuando el semen va a ser congelado el elemento empleado como
protector contra los cambios térmicos es el glicerol. El mecanismo exacto como
el glicerol protege la célula, aun no está totalmente claro, éste crioprotector al
ser permeable se uniría directamente a los fosfolípidos de la membrana
42
43

ESCOBAR. Op. cit., p. 207
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reduciendo la fluidez de esta e interactuando con las proteínas y glicoproteínas
unidas a la membrana, el glicerol regula la deshidratación espermática durante
el congelamiento al reemplazar osmóticamente el agua intracelular 44 .

La

concentración óptima del glicerol varía de acuerdo a los diluyentes y a la
especie. En términos generales, una óptima concentración debería ser aquella
que tenga el equilibrio entre el efecto crioprotector y el efecto tóxico. En el
semen de perro la concentración del glicerol ha variado entre el 0.5% y 11% en
diversos protocolos empleados.
2.Contener sustancias nutritivas: el espermatozoide es una célula viva y por esto
necesita energía para sus funciones. El diluyente debe contener los elementos
necesarios para aportar a los gametos masculinos la energía para mantener su
viabilidad. La leche descremada, yema de huevo, la fructosa y la glucosa son
elementos que pueden aportar esa energía pudiendo ser empleados en la
elaboración de diluyentes tanto para refrigeración como para congelación. 45
3.Contener elementos reguladores de pH: El espermatozoide es muy sensible a
los cambios de pH por lo cual es importante agregar elementos amortiguadores
del mismo

pH para evitar variaciones bruscas que alteran la viabilidad del

semen. Los amortiguadores de pH mas empleados son la yema de huevo,
citrato de sodio, acido cítrico, fosfatos y bicarbonatos. 46
4.Contener sustancias antibióticas que inhiban el desarrollo de elementos
contaminantes: el agregado de 500-1000 UI de penicilina y 1mg estreptomicina
por ml de diluyente previene la proliferación bacteriana 47 .
44
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2.2.2. Congelamiento del semen
Los estudios realizados en espermatozoides de perros han demostrado que
estos tiene una limitada viabilidad post descongelación. Los espermatozoides
caninos presentan una gran diferencia en su sobrevivencia dentro del tracto
genital de la hembra, comparando entre aquellos eyaculados congelados versus
descongelados. La adecuada viabilidad espermática es considerada un requisito
fundamental para alcanzar una buena fertilidad.
Mazur estableció que cada tipo celular posee una velocidad óptima de congelación
que garantiza su supervivencia luego de la criopreservación. Si la velocidad de
congelación es demasiado rápida o demasiado lenta el estrés producido por el
proceso de criopreservación aumenta. El estrés inducido por la formación de
cristales de hielo está asociado a los cambios en la presión osmótica de la fracción
no congelada. Cuando una solución es enfriada por debajo del punto de
congelación los cristales de hielo se nuclean y el agua pura cristaliza formando
hielo. Los solutos permanecen disueltos en la fracción de agua líquida y por lo
tanto la presión osmótica de la solución aumenta. La proporción de agua
cristalizada como hielo y por lo tanto la presión osmótica de la solución restante
depende de: la temperatura, la velocidad de descenso de la misma y el volumen
de la fracción no congelada.
En general se reconoce que la duración de la exposición a estos eventos debería
minimizarse para lograr una óptima supervivencia, implicando entonces que el
enfriamiento celular debería ser rápido. Sin embargo la tasa de enfriamiento debe
ser suficientemente lenta como para permitir la salida de agua intracelular gracias
a la presión osmótica extracelular, y prevenir la formación de cristales de hielo

64, No. 3, Agosto 2005, p. 723
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intracelular, lo cual es letal para la célula. Las células espermáticas son
congeladas a tasas bastante rápidas, en el rango de -15-60 ºC/min, lo cual ha sido
empíricamente calculado como la velocidad de congelación que permite mayor
probabilidad de obtener una mejor tasa de supervivencia celular. Conociendo la
permeabilidad hídrica celular y su activación energética podría predecirse la
máxima tasa de enfriamiento compatible con el equilibrio osmótico y entonces
determinar protocolos óptimos de criopreservación. Se ha demostrado que estas
consideraciones son importantes para otros tipos celulares. La célula espermática
de muchas especies posee una mayor permeabilidad al agua que otros tipos
celulares. Un eyaculado posee una diversa población de células con diferentes
estados de maduración. Las diferencias entre poblaciones espermáticas entre
especies y en un eyaculado simple se relacionan con la composición y fluidez de
la membrana celular, características que influencian su permeabilidad al agua y a
solutos así como su susceptibilidad a la injuria por frío. Holt y North

han

demostrado que los signos de estrés manifestado por los espermatozoides luego
de la descongelación no se relacionan solo con el estrés osmótico sufrido en el
descongelado sino también con el estrés sufrido durante el congelado. El
porcentaje de células que sobrevive a un proceso de congelación está
determinado por la sensibilidad al estrés osmótico durante la adición y remoción
de crioprotectores y durante el enfriamiento y el recalentamiento. Si bien puede
haber

diferencias

entre

especies

en

la

sensibilidad

espermática

a

la

criopreservación, el eyaculado es heterogéneo con una resistencia variable al
estrés osmótico entre las células. 48
La motilidad in vitro permite predecir la capacidad fecundante de los
espermatozoides (Manosalva P. Iris, 2005). El mecanismo por el cual disminuye la
motilidad no ha sido elucidado por completo; sin embargo, se sabe que la
48

STORNELLI. Op. cit., p 31.
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motilidad espermática es particularmente dependiente de la función mitocondrial
(Manosalva P. Iris, 2005). Las mitocondrias se encuentran estratégicamente
distribuidas alrededor de la pieza media del espermatozoide para proveer energía
a la dineína que propulsa a los microtúbulos. Las mitocondrias son la mayor fuente
de energía oxidativa a través de la producción de ATP vía la cadena
transportadora de electrones.
Con base en algunos estudios se podría sugerir que la motilidad, viabilidad,
integridad de membrana acrosomal del espermatozoide y reacción del acrosoma
son afectados por la refrigeración. Esto sería una indicación de que la
vulnerabilidad de la membrana acrosomal y de la membrana mitocondrial
ocasionaría la disminución de la motilidad espermática. El hallazgo de valores
mayores de integridad mitocondrial que de motilidad podría sugerir que la muerte
celular se realiza por apoptosis (Manosalva P. Iris, 2005). Otros autores han
señalado que este estado mitocondrial podría ser debido a alteraciones en el
metabolismo de energía sin daño de integridad de membrana (Manosalva P. Iris,
2005); sin embargo, algunos estudios permiten postular que el efecto de la
refrigeración es a nivel de integridad de membrana mitocondrial debido a la
disminución de la integridad de membrana acrosomal.
Cuando los espermatozoides son congelados y descongelados se ven sometidos
a varios

ciclos de deshidratación e hidratación lo

que resulta en cambios

significativos de volumen. El primer cambio de volumen ocurre cuando la célula
es colocada dentro de un diluyente, el cual contiene sustancias crioprotectoras
como glicerol, y posteriormente cuando la solución es congelada. Mas tarde
ocurren cambios de volumen cuando la solución es descongelada. Estos cambios
de volumen están asociados a cambios de la concentración de iones y electrolitos
en las soluciones

intra y extra celular. La forma en que ocurren

estas

modificaciones determinan la mayor o menor capacidad de la célula para soportar
la injuria a la que se ve sometida. Los cambios de volumen son solo uno de los
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factores de estrés a los que la célula se ve sometida durante el proceso de
criopreservación. Otros factores de estrés están representados por los cambios
de temperatura, el estrés tóxico producido por la exposición a crioprotectores, la
formación y disolución de hielo así como los

cambios de osmolaridad en el

ambiente extracelular. 49
La reducción de la fertilidad del semen congelado es atribuida en gran medida a
alteración en la membrana y su función durante el enfriamiento, congelación y
descongelación. Aun no está totalmente clara la naturaleza del daño de la
membrana celular del espermatozoide a bajas temperaturas, pero hay evidencias
que sugieren que esta alteración será provocada por un reordenamiento de los
lípidos de la membrana, necesarios para una adecuada función. 50
El choque térmico se puede considerar como un estado extremo de estrés celular
continuo, el que perdura bajo los 0°C teniendo un rango de temperatura de 5 a
15°C;

la susceptibilidad a las bajas temperaturas varia de acuerdo con la

especie, una baja relación entre los ácidos grasos saturados y políinsaturados
unidos a los fosfolipidos de la membrana, condicionaría el grado de sensibilidad
al choque térmico. El enfriamiento de los espermatozoides induciría cambios
morfológicos en la membrana plasmática, como la separación lateral de la fase
lipídica con las proteínas integrales, lo cual sería sólo parcialmente revertido
después de la congelación.

La permeabilidad de las membranas aumenta

después del enfriamiento lo que podría deberse a un efecto específico sobre los
canales celulares. La regulación del calcio se afecta por el enfriamiento lo que
tendría consecuencias en términos de la función celular, que en casos severos,
puede ser incompatible con la viabilidad espermática.

49
50
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Durante el proceso de congelación-descongelación se pierde aproximadamente el
50% de la población inicial de espermatozoides debido a los efectos de la
criopreservación sobre las membranas, citoesqueleto, aparato motor y núcleo del
espermatozoide.

Se considera que el principal sitio de daño

asociado a los

cambios de temperatura son las membranas espermáticas. La reducción de la
fertilidad asociada al semen congelado es atribuida en gran parte a la alteración
de la

estructura y función de las membranas durante

refrigeración, congelación

y descongelación.

los procesos de

Para poder interactuar

con el

oocito, los espermatozoides deben estar vivos, mótiles y poseer la membrana
plasmática y acrosomal intacta y funcional. 51
Las principales injurias que sufren los espermatozoides durante el proceso de
congelación son el estrés térmico, mecánico, químico y osmótica impuesto sobre
la membrana; daños atribuidos a alteraciones osmóticas y a la formación de hielo
intracelular, ambos fenómenos estrechamente relacionados entre si y con las
tasas de congelación empleadas.
El estrés inducido por la formación de cristales de hielo está principalmente
asociado con el siguiente cambio en la osmolaridad de la fracción no congelada.
Cuando la solución se enfría bajo el punto de congelación los cristales de hielo
forman núcleos de cristalización y el agua pura se cristaliza afuera como hielo.
Los solutos se disuelven en el remanente de la fracción líquida del agua

y la

fuerza osmótica sube, la proporción del agua qué cristaliza como hielo y la fuerza
osmótica de la solución remanente dependen de la temperatura, de ese modo,
a menor temperatura hay menor fracción no congelada y mayor es la fuerza
osmótica de esta solución. 52 La disminución de la fertilidad observada en el
semen criopreservado, respecto al fresco, será debido a la disminución de
51
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espermatozoides
funcionalidad

viables

como

espermática

también

de

la

a

posibles

población

de

alteraciones

de

espermatozoides

la
que

sobrevivieron el proceso.
El número mínimo total de espermatozoides recomendado para la inseminación
varía de 40 a 200 millones 53 . Aproximadamente son necesarios para un óptimo
resultado luego de la descongelación, 150 a 200 millones de espermatozoides
por inseminación con una tasa de sobrevivencia del 50%. El semen se diluye y
se enfría en forma gradual hasta alcanzar una temperatura de 4-5°C en un
periodo de 3 horas.

Luego de acondicionado se procede a envasarlo y

congelarlo.
Se puede realiza el envase en elementos como:
• Pajuelas o pajillas: por aspiración dejando 1 cm de aire para que el semen se
expanda sin dañar el envase al congelarlo. Se debe aspirar 0.5 o 0.25 ml
hacia el interior de las pajillas, cerrar el extremo abierto con alcohol polivinilico
en polvo e introducir en agua fría. 54 , se equilibra durante 3 horas a 5°c y luego
se introducen las pajillas sobre el vapor del nitrógeno liquido (unos 4cms sobre
la superficie) durante 8 minutos,

para almacenarlas posteriormente en le

nitrógeno liquido.
Las ventajas de utilizar semen congelado incluyen disminución de transporte de
perras, mayor dispersión de

rasgos genéticos deseables, prevención de

enfermedades como Brucellosis, Herpes virus, Mycoplasma y otras bacterias
devastadoras para el reproductor, reducción de la cantidad de machos en un
área de investigación y la preservación del semen canino con enfermedades que

53
54
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son modelos de patologías humanas. 55
El uso de un buen extensor para el semen, asegura un rotundo éxito en cuanto a
la utilización de semen congelado, su efectividad es comprobada comparando
tasas de preñez en animales inseminados, evaluando la motilidad espermática
post descongelación y la integridad acrosomal. El congelamiento de semen en
pajillas o ampollas hace que su viabilidad se mantenga por periodos mas
prolongados. El proceso de congelamiento puede dañar los espermatozoides y
los cristales de hielo que se forman pueden afectar la membrana acrosómica,
para evitarlo el semen debe ser diluido con sustancias especiales que prevengan
a los espermatozoides del choque térmico.
2.3. DILUYENTES Y CRIOPROTECTORES
Los diluyentes que se han utilizado frecuentemente en caninos son aquellos en
base a citrato y TRIS como buffer y azúcares, principalmente lactosa, glucosa y
fructosa en bajas concentraciones como fuente energética. Algunos diluyentes
con yema de huevo proporcionarán un medio adecuado para el crecimiento de
microorganismos además por de la

contaminación ocasionada por la

manipulación de semen, se han investigado agentes antibacteriales y su efecto
sobre el espermatozoide al agregarse al diluyente. El uso de la penicilina y la
estreptomicina son útiles como agentes antibacteriales, pero es mejor usarlas
por separado. 56
Schäfer-Somi en el año 2006 evaluó los efectos que tenían los diluyentes del
semen así como los procesos de congelación sobre la motilidad y vitalidad de los
espermatozoides caninos, empleando los reactivos y concentraciones de los
55
56
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mismos que se muestran en la tabla numero 1 Encontrando que el diluyente
Uppsala 2 en combinación con la maquina de congelación y semen centrifugado
fue superior a los otros tres al encontrar una tasa de motilidad de el 53.1% y de
vitalidad del 64.9% 57
Tabla N° 1 Componentes de los diluyentes empleados por Sabine Schäfer-Somi

TRIS (g)
Citric acid (g)
Fructose (g)
treptomycin(g)
S
Distilled water
Bencyl penicillin(g)
Glycerol (ml)
Equex Paste1(ml)
Egg yolk (ml)
pH

Gill
2.4
1.3
1.0
0
To 71.2ml
0.06
8.8
None
20
6.7

Uppsala 1
3.025
1.7
1.25
0.1
To 77ml
0.06a
3
None
20
6.72

Uppsala 2
3.025
1.7
1.25
0.1
To 72ml
0.06a
7
1
20
6.74

TRIS
3.025
1.7
1.25
0.1
To100ml
0.06a
0
0
0
6.76

Un crioprotector es una pequeña molécula que penetra fácilmente en el interior
de las células y, de esta forma, reduce el punto de congelación del agua. El
Glicerol, DMSO y Ethilenglicol son crioprotectores derivados de Glicoles
clasificados como penetrantes, los cuales para cumplir con su función como
crioprotectores, deben atravesar la membrana plasmática de la célula y esto se
ayuda con la movilización de agua desde el interior de la célula hacia el exterior
equilibrando así los gradientes de concentracion65 58
Conforme los tejidos se enfrían lentamente, el hielo se forma primero entre las
células. Al crecer los cristales de hielo aumenta la concentración de solutos en el
líquido restante alrededor de ellos, causando la deshidratación osmótica de las
CHÄFER-SOMI, Sabine, et al., Effects Of Semen Extender And Semen Processing On Motility
And Viability Of Frozen-Thawed Dog Spermatozoa, Theriogenology, Elsevier, Vol. 66, No3.,
Febrero 2006, p. 173
58
HOLT, W., Basic Aspect Of Frozen Storage Semen,Vol 62, No. 1 – 3, 2000, p. 7
57
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células. Si están presentes los crioprotectores, el punto de congelación de la
solución no congelada baja más rápidamente, limitando la cantidad total de hielo
que se forma. Cuando la temperatura es inferior a -40°C, la concentración de
crioprotector llega a ser tan alta en la solución no congelada restante, que el hielo
deja de crecer. Las células sobreviven suspendidas en el líquido residual no
congelado entre los cristales de hielo. Cuando la temperatura se sitúa por debajo
de -100°C aproximadamente, esta solución no congelada, que contiene las
células se transforma en un sólido vítreo.
crioprotectores protegen a las células.

Esta es la forma en la cual los

59

No se ha encontrado un diluyente o crioprotector óptimo para la congelación de
semen canino y por lo tanto para su preservación. La elección de azúcares,
buffers, antioxidantes, proteínas (leche o yema de huevo) influyen sobre la
sobrevida espermática.
y Glicerol: Crioprotector permeable que se une directamente a los fosfolípidos de
la membrana reduciendo su fluidez

e interactuando con las proteínas y

glicoproteínas de la membrana, regula la deshidratación espermática durante el
congelamiento al reemplazar osmóticamente el agua intracelular. En el
diluyente para semen canino la concentración de glicerol varía entre un 2 y un
11% en diversos protocolos empleados. 60

Hewitt D.A en el 2001 congelo

semen canino procedente del epidídimo diluyéndolo con el extensor a base de
tris utilizando el glicerol como crioprotector a concentraciones de 2%,4%,6% y
8% empacándolos en pajillas de 1.5 ml a una concentración de 100.8 millones
de espermatozoides por ml, encontrando que el porcentaje de motilidad
progresiva post descongelación fue para el 2% (8.8% ± 6.3%), 4% (13.8% ±
7.5%), 6% (6.2% ± 7.5%) y para el 8% (15% ± 5.7%); con un porcentaje de
espermatozoides vivos paro el 2% (14.2% ± 5.5%), 4%(17.2% ± 2.6%), 6%
59
60
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(11% ± 5.9%) y para el 8% (10% ± 5.6%). 61
y DMSO: es una sustancia

que se puede usar como crioprotector o

criopreservante ya que pasa a través de la membrana celular mas fácilmente
que el glicerol, evita la cristalización del agua dentro de la célula 62 . La
concentración en la cual se han obtenido mejores resultados con este
crioprotector es al 5% 63
y Etilenglicol: La permeabilidad de las células para cada crioprotector es diferente
y se ha visto que el etilenglicol penetra mucho más rápido a las células
espermáticas de Humano, Ratón y verraco.
Rota realizo una comparación entre el glicerol y el etilenglicol en el diluyente
Tris-yema de huevo midiendo la motilidad, longevidad y funcionalidad de la
membrana del espermatozoide canino encontrando diferencias significativas
siendo muy superior el etilenglicol con una motilidad del 63.6% ± 6.4% y para el
glicerol 46% ± 9.9%. Con un descenso dramático en la motilidad en la primera
hora, de igual forma la integridad funcional de la membrana plasmática en la
prueba hiposmotica durante la primera hora fue superior el etilenglicol (63% ±
3%) que el glicerol (59% ± 6.2%) pero al finalizar las 4 horas fue superior el
glicerol con un porcentaje de 31% ± 4.1% mientras que el etilenglicol obtuvo un
porcentaje de 25% ± 2.3%. 64
2.4 ALMACENAMIENTO DEL SEMEN

HEWIT D.A. cryopreservation of epididimal dog sperm. Animal reproduction science. Pag 101.
2001
62
LOIÁCONO. F.L.. Criogenia. www.bio-logia.com.ar/criogenia.htm
63
MCGANN L. Differing Actions of Penetrating and Nonpenetrating Cryoprotective Agents.
Cryobiology, 1978
64
ROTA A., Comparison Between Glycerol And Etilenglicol For Dog Semen Cryopreservation,
theriogenology, Vol 65, No. 69, junio 2006, p. 1849
61
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Después de la recolección y evaluación se diluyen en una proporción de 1:1 a
1:10 según concentración espermática. Una vez diluida se baja la temperatura
en forma gradual hasta alcanzar 5° en un lapso de 3 horas y se mantiene viable
por un periodo de 4-5 días. Un diluyente empleado con frecuencia es la leche
pasteurizada y se emplea 1 parte de semen en 7 partes de leche. 65
2.4.1. Calidad seminal
Es difícil estandarizar requerimientos mínimos del semen canino para ser
congelado, existe poca información científica en esta especie con respecto a la
relación entre la calidad seminal y fertilidad. Semen de baja calidad en términos
generales,

influye sobre el promedio de preñez alcanzada. Pero, a nivel

individual con un semen de baja calidad se puede producir una gestación. No
obstante para la congelación del semen, es importante considerar la calidad de
los eyaculados que se someterán al proceso de criopreservación dada la
proporción de células que se mueran en este proceso.
3. MANEJO SEMEN CONGELADO
El uso de semen con bajo porcentaje de espermatozoides viables al descongelado
y las fallas en la determinación del momento de mayor fertilidad son dos factores
críticos cuando se trabaja con semen congelado
La congelación del semen debe permitir realizar la inseminación artificial con éxito.
El esperma es un medio vivo, frágil y mortal y su congelación necesita de técnicas
complejas además para proteger el curso de las etapas que han de descender su
temperatura en nitrógeno liquido (-196°C) y la recuperación brusca
65
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de la

temperatura en el momento de la descongelación es necesario la mezcla con el
diluyente adecuado

3. 1.DESCONGELACIÓN DEL SEMEN
Tasas de congelación y descongelación:
Los espermatozoides sufren daño y mueren cuando son congelados a una tasa
muy lenta o muy rápida; en el primer caso, se provocaría el daño de solución por
una excesiva deshidratación celular, por otra parte, una tasa de congelación muy
rápida, implica que no se alcance a eliminar suficiente agua de la célula, con la
formación de cristales de hielo dentro de ella, lo que provoca daño irreversible.
La tasa de congelación, por lo tanto, debería ser lo suficientemente lenta para
permitir la salida de agua dentro de la célula por osmosis, previniendo así el
hielo intracelular, y también lo suficientemente rápida para minimizar el efecto
dañino de la exposición prolongada a concentraciones altas de solutos (efecto de
solución.)
Al probar diferentes tasas de congelación en el semen canino han influido
diferentes agentes crioprotectores, condiciones de congelación y descongelación,
como también los métodos de evaluación luego de la descongelación.

La

disminución de la temperatura en el centro de las pajillas de semen congelado de
perro, ha sido determinada, encontrando una marcada diferencia en esta zona
utilizando

diferentes

tasas

de

congelación.

La

descongelación

de

espermatozoides de perro a tasas altas de tiempo mejoraría la viabilidad
espermática. La descongelación en agua a 70°c por 8 minutos, prolongaría la
sobrevida espermática en relación a la descongelación mas lenta a 38°c por 1
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minuto. 66
Los factores que influyen sobre la motilidad tras la descongelación son:
a. Variación individual entre eyaculados.
b. La congelación/descongelación aumenta la incidencia de anomalías en el
acrosóma.
c. La presencia de gotas proximales, cuellos rotos y piezas medias curvadas y
retorcidas suelen ser causa de mala motilidad tras la descongelación.
3.1.1. Evaluación espermática post-descongelación
La pobre longevidad observada en los espermatozoides, luego de la
descongelación, es probablemente la causa más importante en los bajos
porcentajes de preñez con semen descongelado.

Es importante en los

espermatozoides congelados-descongelados de esta especie, el adecuado
análisis de parámetros que influyen directamente sobre la capacidad fértil de los
espermatozoides como viabilidad espermática, estado acrosomal, ensayos de
interacción gamética luego de la descongelación. La motilidad espermática es
evaluada en la criopreservación del semen como parámetro de clasificación, pero
no es suficiente por si sola para ser correlacionada con la fertilidad en forma
adecuada especialmente en la especie canina. La característica de motilidad da
información respecto a la reacción espermática en un medio adverso.
Aunque la motilidad es un primer criterio de evaluación y una expresión de la
viabilidad espermática, también depende del medio en el cual son expuestos los
espermatozoides y no siempre se considera una medición confiable de la
proporción de células viables con capacidad fértil. Una mejor estimación de la
66
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proporción de espermatozoides viables se puede lograr a través del estudio de la
integridad de la membrana plasmática, una membrana plasmática intacta es
esencial para la función del espermatozoide, ya que una vez que esta es dañada,
no puede ser restituida. Por otra parte se ha encontrado que la motilidad de los
espermatozoides de perro durante el enfriamiento y luego en la descongelación
no se correlaciona bien con la integridad acrosomal, una muestra espermática
puede mantener una buena motilidad pero perder su capacidad fecundante si su
acrosóma esta dañado y la integridad acrosomal puede alterarse en forma
importante durante la congelación. 67
La integridad del acrosóma es de vital importancia para la interacción gamética y
posterior fecundación, de su integridad dependerá la ocurrencia normal de la
reacción acrosómica durante la capacitación espermática, eventos claves que
regulan la fecundación en los mamíferos. La capacitación espermática involucra
los cambios que preparan a los espermatozoides para la hiperactivación y
reacción acrosómica, esta última es un prerrequisito para la penetración de la
zona pelúcida y para la fusión del espermatozoide con la membrana plasmática
del ovocito, constituyendo un mecanismo de control de la fecundación.
Por tanto, la evaluación del estado acrosomal debe ser un parámetro importante
de evaluar en el semen que se ha sometido a congelación. La evaluación del
estado acrosomal se ha efectuado a través de diversos métodos en
espermatozoides caninos que han sido congelados, determinándose que la
correcta visualización del acrosóma depende en forma importante de la tinción
utilizada.
Estudios de espermatozoides congelados han relacionado el efecto de someter a
67
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los espermatozoides a bajas temperaturas y el tiempo requerido en la
capacitación, sugiriendo una diferente funcionalidad entre los espermatozoides
frescos y aquellos que se han congelado. Esto estaría dado por cambios a nivel
de la membrana especialmente en los canales de calcio permitiendo un mayor
influjo de calcio provocando cambios similares a la capacitación espermática en
los espermatozoides congelados y descongelados lo que podría explicar, en
parte, la reducción en tiempo de la vida fértil de los espermatozoides
criopreservados. 68
3.2. INSEMINACIÓN ARTIFICIAL
La inseminación artificial (IA) se define como la transferencia de espermatozoides
del macho a la hembra por medios diferentes al servicio natural.
El primer informe sobre el uso de la inseminación artificial en animales
domésticos data de 1780, cuando el abate y fisiólogo italiano Lázaro Spallanzani
obtuvo cachorros después de inseminar una perra con semen fresco (Sanchez,
A. y Rubilar, 2001). Si bien la inseminación artificial en las especies de interés
zootécnico, es una biotecnología usada principalmente con el objeto de
reproducir el mejor material genético (Sanchez A. y Rubilar, 2001), en la especie
canina representa además una herramienta clínica.
Posterior al descubrimiento de Spallanzini se logra la primera preñez con semen
refrigerado abriendo las puertas a la criopreservación así mismo se comunica por
primera vez una inseminación artificial satisfactoria con semen congelado (M.A.
Stornelli, 2001).

68
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El estado de salud, nutrición de los reproductores, manejo del momento de
inseminación, semen utilizado y técnica de inseminación determinarán el éxito o
fracaso de la IA.
La técnica de inseminación intrauterina utilizada varía con la disponibilidad de
material, equipos y entrenamiento de cada especialista. Nothling informa buenos
resultados (87,5 % de preñez) con el uso de IA intravaginal mediante el agregado
de fracción prostática al semen luego del descongelado. Hasta el momento, esta
experiencia no ha sido reproducida por otros autores con éxito. El tamaño de
camada promedio alcanza valores entre 2,8 y 5,4utilizando IA transcervical, 4,8
mediante la aplicación de IA intrauterina quirúrgica y 4,6 IA vaginal . Los
resultados obtenidos en IA con semen congelado (porcentaje de preñez y tamaño
de camada) son inferiores a los obtenidos en IA con semen fresco, sin embargo
son lo suficientemente buenos, como para estimular su uso en especial cuando un
reproductor es realmente valioso. 69

R. Tomasen en el 2006 realizo un estudio retrospectivo durante 10 años en
inseminación artificial en perras con semen canino congelado, las
inseminaciones se llevaron a cabo con técnica intrauterina utilizando un
catéter transcervical dando como resultado lo siguientes datos:
Relación de las raza, rata de preñez y tamaño de la camada despues de la
inseminación intrauterina con semen congelado - descongelado
Raza
Labrador Retriever
Boxer
Golden Retriever
Bull Mastiff

No.
57
37
32
29

Rata de preñez(%)
84.2
91.8
65.6
82.8

tamaño camada
6.4 _ 0.4
5.3 _ 0.5
5.0 _ 0.7
6.7 _ 0.9

M.A. Stornelli1.inseminación artificial con semen fresco, refrigerado y congelado. Aplicación y
desarrollo en caninos.2001
69
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Rhodesian Ridgeback
English Setter

28
24

92.9
62.5

7.9 _ 0.7
5.2 _ 0.8

(n = 207, de un total de 665).
3.2.1. Tipos de Inseminación
El semen debe ser descongelado 1 o 2 minutos antes de inseminar, en una
solución salina al 0.9% a 38°C. Varios factores como el método por el cual se
deposita el semen, calidad seminal, y tiempo en el cual se va a inseminar
contribuyen a los resultados en la inseminación con semen congelado. Posterior
a la descongelación del semen se da la inseminación artificial, la inseminación
intrauterina es la que presenta la mayor tasa de concepción y se hace con un
total de 150 a 200 * 106 espermatozoides móviles y normales.
Se puede realizar con una técnica transcervical con un catéter o por técnica
intrauterina que es más dispendiosa. Los promedios de preñez son un 73% con
inseminación intrauterina y un 52.6% con inseminación intravaginal. 70 Estudios
muestran

que

las

tasa

de

preñez

mejoran cuando se

realizan dos

inseminaciones, que cuando se realiza una sola, debido a que el momento de
fertilidad optima es variable en 1-2 días en la perra 71
La inseminación artificial tiene algunas ventajas como:
y Aprovechamiento máximo del semental.
y Evita el contagio de enfermedades infecciosas que se transmiten por contacto y
monta natural.
y Disminuye el riesgo de accidentes
y Se dispone de material seminal en cualquier lugar.
70

BOHÓRQUEZ Fabio. Momento optimo para la inseminación con semen congelado en caninos.
Universidad de La Salle 2000, p. 33
71
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y Con semen congelado se conserva el potencial genético de los sementales
superiores.
y Eficacia en la reproducción.

4. DETERMINACION DEL PERIODO FERTIL EN LA PERRA
Cuando una perra llega a la pubertad entre los 6 y los 12 meses de edad
dependiendo de su raza, comienza su etapa reproductiva.
Durante el ciclo sexual la hembra o más bien su organismo sufre de cambios
físicos y conductuales, producción o cese de producción de hormonas que
actuarán sobre su organismo preparándolo para todos los nuevos eventos
reproductivos a los que estará sujeto. Nosotros podemos ver cambios en su
cuerpo y en su comportamiento y guiarnos por medio de ellos pero la forma más
eficaz de conocer el estado en que nuestra hembra se encuentra dentro del ciclo
es por medio de la citología vaginal exfoliativa.
Durante el proestro, las concentraciones periféricas de estrógeno plasmático se
incrementan y causan el engrosamiento de la mucosa vaginal, y un aumento en
el número de capas celulares. La mucosa cambia de un epitelio bajo, cuboidal a
un epitelio estratificado, queratinizado escamoso. Durante esta transición, las
células superficiales cambian de forma, tamaño y caracteres de tinción, llegando
a ser más grandes, de forma irregular, y células (escamosas) nucleadas planas
("células intermedias"), y en última instancia llegan a ser células escamosas
anucleadas cornificadas ("células superficiales") . Las últimas se caracterizan por
no tener ningún núcleo visible, ó un remanente nuclear picnótico débil y/o
pequeño. Las proporciones relativas de los diversos tipos de células epiteliales
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recogidos de la superficie y vistos en frotis vaginales durante el proestro se
pueden utilizar como marcadores de los cambios en el ambiente endocrino, es
decir, concentraciones crecientes de estrógenos; esta fase tiene una duración
promedio de 9 días.

En la fase de estro Se han utilizado varios índices de

cornificación y de queratinización; en general, el período fértil puede ser
crudamente predecido calculando el porcentaje de células epiteliales que
corresponde a células superficiales (con los núcleos ausentes, tenues ó
picnóticos) al usar tanto la tinción modificada de Wright-Giemsa como la Diff-Quik
La inseminación artificial se debe procurar realizar durante el período en que más
del 80% de las células epiteliales son células "superficiales" pues éste es
típicamente coincidente con el período fértil. En esta etapa la Citología vaginal
exfoliativa es determinante para el éxito de la detección del celo y determinación
del mejor momento para la inseminación artificial o monta. la citología vaginal
permite la supervisión de la progresión normal del proestro, y esperar el valor de
cornificación del 80% permite evitar pruebas innecesarias, el transporte ó
apareamientos hasta que el pico de estrógenos del proestro sea casi completo. 72
Hay una variación considerable en el momento de la ovulación en relación al
comienzo del edema vulvar y la descarga serosanguinolenta del proestro
temprano El período de fertilización en la perra es el momento en el cual los
oocitos

viables

se

encuentran

disponibles

en

los

oviductos

y

están

suficientemente maduros como oocitos secundarios para ser fertilizados por los
espermatozoides. El período fértil es el tiempo durante el cual un servicio ó una
inseminación pueden dar lugar una preñez. Este período no incluye solamente al
período de fertilización, sino también unos pocos días precedentes, debido al
hecho de que los espermatozoides caninos pueden permanecer fértiles durante
varios días dentro del tracto reproductivo de la hembra, cuando el semen es
72

ENGLAND G. AND P. W. CONCANNON. Determinación del momento de apareamiento óptimo
en la perra: consideraciones básicas (2002)
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fresco, pueden sobrevivir en el tracto por hasta 5 ó 6 días antes de la ovulación y
tener la oportunidad de penetrar un oocito recientemente ovulado, y entonces
formar un pronúcleo masculino viable y dar lugar a la fertilización 7 u 8 días
después de la deposición del semen.
Si estimamos el día en que ocurre el pico preovulatorio de LH, dos días más tarde
ocurrirá

la

ovulación

de

oocitos

primarios,

los

cuales

madurarán

en

aproximadamente 48 horas. Los óvulos permanecerán capaces de ser fecundados
por 4 o 5 días, momento en el cual realizaremos la IA. Si se trabaja con semen
congelado el momento indicado para realizar la IA será entre 72 y 96 horas(3 a 4
dias) luego de la ovulación.
5. PREÑEZ
5.1. TASA DE PREÑEZ
La tasa de preñez después de realizada la inseminación depende de muchos
factores, entre ellos esta la fertilidad del macho y de la hembra, el número de
veces que se realiza la inseminación durante el periodo fértil, la calidad y el
manejo del semen, la técnica de inseminación artificial, el sitio de deposición del
semen, el número de espermatozoides progresivamente motiles al momento de
la inseminación artificial y el volumen de la inseminación.
Un aumento sustancial en las tasas de preñez es difícil de lograr a menos que se
puedan investigar adecuadamente, en la metodología de la criopreservación, los
parámetros

espermáticos relacionados directamente con la fertilidad que se

puedan ver alterados durante el proceso de congelación a bajas temperaturas en
el semen canino.
5.1.1. Diagnóstico de Preñez
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La exactitud diagnóstica de la ecografía es superior a la de la palpación y
además no presenta efectos biológicos secundarios.
El diagnostico de gestación se realiza en la perra el día 25 después de la ultima
inseminación o monta. Antes del día 20 es posible ver vesículas embrionarias
como formaciones redondeadas anecogenicas.

Como el momento de la

concepción en la perra puede ser muy variable, es frecuente no detectar
concepciones tardías si la ecografía se realiza alrededor del día 20. La fiabilidad
de la ecografía el día 25 de posible gestación es del 90% ya que no solo se
observará al vesícula embrionaria sino el embrión. Los latidos cardiacos y los
movimientos fetales se pueden observar a partir del día 28, pocos días después
se diferencian las cámaras cardiacas, septos y válvulas, el día 36 de observa
contorno fetal y a partir del día 40 se observan órganos como hígado, estomago,
vejiga, costillas y columna vertebral. Alrededor del día 30 se puede apreciar el
número de cachorros de la camada
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6. MATERIALES Y MÉTODOS
6.1. LOCALIZACIÓN:
El estudio se realizó en la clínica veterinaria Dover de Colombia en Bogotá D.C.
Ciudad ubicada a una altura de Altura de 2600m sobre el nivel del mar, con una
temperatura Media de 14ºC que varía entre 8.9 y 19.9ºC. Al norte limita con el
Municipio de Chía, al oriente limita con los Cerros orientales y los municipios de
la Calera, Choachí, Ubaque, Chipaque, Une y Gutiérrez.; al sur con los
Departamentos del Meta y Huila y al occidente con el Río Bogotá y los municipios
de Cabrera, Venecia, San Bernardo, Arbeláez, Pasca, Sibaté, Soacha,
Mosquera, Funza y Cota. Se encuentra ubicada a 4º 35’ latitud Norte y 74º 04’
longitud Oeste
6.2. POBLACIÓN Y MUESTRA:
Para este trabajo se utilizaron 3 machos adultos mayores de 3 años de edad, (l2
labradores y un Rhodesian Ridgeback, con buena condición física, sin
alteraciones o enfermedades sistémicas y/o reproductivas; se le tomo un
eyaculado a cada uno, con el método manual descrito por Kutzler 73 , cada
73
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eyaculado se dividió en tres alícuotas las cuales fueron congeladas. La prueba
de fertilidad se llevo a cabo in vivo, y para esto se emplearon 3 grupos de 5
perras cada uno las cuales deben estar entre los 2 y los 6 años de edad.

6.3. VARIABLES:
Variables Independientes
Volumen del eyaculado (cuantitativa)
Motilidad espermática (cualitativa)
Porcentaje de malformaciones (Cuantitativa)
Porcentaje de espermatozoides viables (Cuantitativa)
Crioprotectores (DMSO, Etilenglicol, Glicerol) (cuantitativo)
Variables Dependientes
Tasa de preñez (cuantitativo)

6.4. ANÁLISIS ESTADÍSTICO:
El análisis estadístico fue realizado en el Software Statistix empleando los
valores obtenidos al

evaluar microscópicamente el semen su motilidad

progresiva, porcentaje de espermatozoides hinchados en el test hiposmotico así
como también el número de hembras preñadas
6.5. MÉTODOS Y PROCEDIMIENTOS:
Para la realización de este proyecto se empleó: el Glicerol (G), el Etilenglicol
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(EG) y el Dimetil Sulfoxido (DMSO) 74 ; como moléculas crioprotectoras, cada uno
de estos crioprotectores fue incorporando por separado al diluyente Tris-GlucosaYema de Huevo 75

76

, (ver anexo nº 5), a una concentración de 5% cada uno, de

tal manera, que, resultan tres medios para realizar la congelación y la evaluación
del potencial que poseen dichas moléculas (G, EG, DMSO) para proteger a los
espermatozoides de la crioinjuria; los medios de congelación resultantes son:
Tabla N° 2 nominación y composición de cada medio de congelación

Composición

Medio de Congelación

Tris-Glucosa-Yema de Huevo + G 5%

1

Tris-Glucosa-Yema de Huevo + EG 5%

2

Tris-Glucosa-Yema de Huevo + DMSO 5%

3

Antes de la toma de la muestra se les realizó un lavado prepucial con una
dilución de Clorhexidina al 10%, una vez realizado esto, se le tomo una muestra
de semen a cada macho con el método manual, como lo describió Kutzler 77 ; las
fracciones a tener en cuenta para la toma son la 1 y 2, es decir, la
preespermática y espermática; los eyaculados de cada perro fueron valorando
microscópicamente los ítems de: motilidad espermática tanto en masa como
individual progresiva, determinación de la concentración espermática, morfología
y porcentaje de vivos y muertos según Mónica De Los Reyes 78 .
Una vez realizada la evaluación del semen y que este ultimo sea óptimo, cada
74
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eyaculado fue dividido en tres alícuotas, para que cada alícuota sea congelada
con un medio de congelación diferente (1, 2 ó 3) posteriormente, el semen fue
diluido en dos pasos antes de la congelación: paso 1) se adiciono el diluyente
Tris-Glucosa-Yema de Huevo el cual debe estar a una temperatura de 36°C 79

80

,

la dilución del semen dependió básicamente del volumen y concentración del
eyaculado de cada perro, en este momento comienza el descenso de la
temperatura a una rata de enfriamiento de -0.30 °C/min durante 2 horas donde
alcanza los 5°C en ese momento, paso 2) se adicionó la segunda parte del
diluyente que contenía ya la molécula crioprotectora, es decir, el medio de
congelación 1, 2 ó 3, según correspondiera, y permaneció 2 horas a 5 °C mas
para dar lugar al proceso de equilibración final. Finalizado este tiempo el semen
fue empaquetado en pajillas plásticas de 0.5ml a una concentración de 100 x 106
espermatozoides/ml, cuando este proceso finalizo,

las pajillas se colocaron

sobre una rejilla que las posicionó de forma horizontal a una altura de 6.5 cm de
la superficie del nitrógeno liquido (N2) durante 20 minutos, llevando de esta
manera el semen a -120°C en vapores de N2, cuando este paso se completó,
las pajillas fueron sumergidas en el N2 dentro de los canister para alcanzar una
temperatura de -190°C. 81

82 83

El semen fue almacenando por dos semanas como mínimo, dos semanas de
almacenamiento se descongelaran 10 pajillas de cada uno de los medios de
congelación, es decir, que se descongelaron 30 pajillas en total, cada una de las
pajillas fueron analizadas microscópicamente su motilidad progresiva individual
y test hipo-osmótico, este último fue efectuado haciendo una dilución del semen
HERMANSSON, Ulrika & LINDE, Catharina, Op. Cit.,586
SILVA, Alexandre, et al., Prognostic Value Of Canine Frozen-Thawed Semen Parameters On In
Vitro Sperm–Oocyte Interactions, Theriogenology, Vol. 66, No. 2, Julio 2006, p. 457
81
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p. 175
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de la pajilla a 1:9 en una solución de fructosa 100mM e incubándolos en baño
Maria a 37°C durante 45min, en el microscopio óptico

se contaron 100

espermatozoides buscando la proporción de células que hubiesen permitido el
paso de agua (que se encontraban hinchadas) y las que no lo hubiesen
permitido. 84

85

Siendo, los espermatozoides sanos aquellos que han permitido el

paso de agua a su interior y los afectados los que no lo han permitido.
Se conformaron 3 grupos de 5 perras cada uno; y cada uno de los grupos de
perras fue inseminado con un medio determinado, es decir, todas las perras del
grupo 1 se inseminaron con el medio de congelación 1 y así para cada uno de los
grupos de perras y medios de congelación.

La dosis de inseminación fue,

pajillas con una concentración de 200 millones de espermatozoides/ml cada una.
Tabla N° 3. Distribución de los medios de congelación para
los grupos de perras formados

Medio de congelación

1

2

3

No. De grupo

Grupo 1

Grupo 2

Grupo 3

Conforme se presentaron

las perras en celo, las demás pajillas se fueron

descongelando para que éstas fueran servidas. Las perras presentaron buena
condición física y clínica, adicionalmente, se les realizo una citología vaginal para
comprobar que se encontraran realmente en celo, esta se efectuó con un hisopo
estéril introduciéndolo por la comisura dorsal de los labios vulvares (previa
limpieza de estos), se realizó suavemente hasta atravesar el cingulum (unión
vestíbulo - vaginal) para llegar a la porción caudal de la vagina, mediante
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movimientos circulares del hisopo se colectara el material celular 86 ; después que
esto se haya realizado se retira el hisopo con cuidado y se hará una impronta
colocando las células sobre un portaobjetos de vidrio haciendo girar ligeramente el
hisopo de algodón.
La impronta fue teñida con Diff Quick® para corroborar que más del 80% de las
células epiteliales son células "superficiales" pues éste es típicamente coincidente
con el período fértil 87 .
Una vez corroborado que las perras estuvieran en periodo fértil, cada una fue
inseminada en total 3 veces con un día de por medio entre cada inseminación; la
inseminación se hizo de forma intrauterina transcervical con endoscopio, es un
procedimiento no agresivo, práctico, que insume poco tiempo y puede ser utilizado
sin riesgos de producir traumatismos, siendo bien tolerado en animales sin
necesidad

de

sedación

o

anestesia.

Para

la

inseminación

intrauterina

transcervical, se utilizo, un catéter Universal para inseminación de bovinos. La IA
se realizo con la perra bajo sedación superficial. El endoscopio fue introducido a
través de la comisura dorsal de los labios vulgares teniendo en cuenta el ángulo
del vestíbulo para evitar el contacto con el clítoris que esta localizado dentro de la
comisura ventral. El dedo índice fue coloca detrás del endoscopio y usado como
guía para ayudar a levantar el endoscopio, evitando su entrada por el orificio
uretral a medida que este es movido hacia un plano horizontal; el endoscopio se
hizo avanzar aplicando una ligera presión a la vez que se observó y se siguió el
lumen de la vagina.

Posteriormente se identifico el os cervical que se ubica

normalmente en el centro de una roseta de surcos. Una vez ubicada, la punta del
catéter se hizo avanzar dentro del os manipulando el endoscopio y catéter al
mismo tiempo; el catéter avanzó por movimientos rotatorios para facilitar su paso
86
87

GOBELLO, Cristina. Citología Vaginal Canina. Diagnostico Ciclo Estral De La Perra, p.1
ENGLAND G. & CONCANNON P.W.,Op cit.
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por el canal cervical.

Para poder inseminar el catéter debió avanzar lo más

posible hacia delante. El semen fue depositado suavemente observando que no
se presente reflujo significante. 88
Al día veinticinco a partir de la última inseminación, a cada perra servida se le
realizo el diagnóstico temprano de gestación por ecografía
Se buscaron perras en celo dado los prolongados intervalos de tiempo que tiene
la presentación de estro en la perra y la dificultad que tienen estas mismas para
ser sincronizadas. En caso que se hubiese presentado gestación, los cachorros
serian dados en adopción en fincas en la sabana de Bogotá. A los propietarios
se les explico claramente que la presentación de su perra en estro era para
realizar el proyecto de investigación.

88

Ibíd. Pág. 3

49

7. RESULTADOS
7.1. EVALUACIÓN DEL SEMEN FRESCO
Al tomar la muestra de semen de cada macho por el método manual se obtuvo
un promedio de 7.5ml de eyaculado de color opalescente, al realizar la
evaluación microscópica y determinar la concentración espermática en la cámara
de

Neubauer

se

espermatozoides/ml

encontró

que

esta

era

en

con

promedio

por

eyaculado

un

promedio
de

de

208x106

1414.67x106

espermatozoides/ml. El promedio de la motilidad de los tres perros observado en
el microscopio de luz fue de 88.33%, en cuanto a morfología espermática se
refiere

observada

en

la

tinción

de

eosina-nigrocina

el

promedio

de

espermatozoides normales, anormalidades primarias y anormalidad secundarias
fue de 85.33%, 4.67% y 8.67% respectivamente y un porcentaje de
espermatozoides vivos de 94.66% (Tabla N°4).
Tabla N° 4. Relación de los datos y el promedio obtenidos de los eyaculados precongelación.

Espermatozoides
Perro Vivos %

98
1

92
2

94
3

94.66
Promedio

EVolumen
spermatozoides
Normales
del Eyaculado
(ml)%

90
7

80
8

586
.5

85.33
7.5

Anormalidades
Primarias
Concentración/ml
(x106)%

4
208

6
200

4
216

4.67
208

Anormalidades Secundarias
Concentracion/eyaculado
(x10%6)

6
1456

10
1600

10
1188

8.67
1414.67

Motilidad %

90

85

90

88.33
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7.2. EMPAQUETADO DE LAS PAJILLAS
Dado que la concentración a la cual se quería llegar era de 100x106
espermatozoides/ml cada eyaculado fue diluido en una proporción de 1:1 con el
medio de congelación y empacado en pajillas de 0.5ml selladas con alcohol
polivinilico, obteniendo así un total de 85 pajillas y un promedio de 28 pajillas por
perro (Tabla N°5).
Tabla N° 5. Relación del rendimiento de los eyaculados en cantidad de pajillas
N/A: no aplica

Perro

1

2

3

Promedio

Total

Volumen Eyaculado (ml)

7

8

5.5

7.5

N/A

Dilución Total (ml)

14

16

12

14

N/A

Numero de Pajillas

29

32

24

28

85

7.3. Evaluación Microscópica Post-Descongelación
Las pajillas de 0.5/ml fueron empaquetadas a 100 X 106 espermatozoides/ml y
descongeladas a 38°C durante un minuto, se descongelaron 10 pajillas de cada
uno de los medios de congelación, obteniendo que el promedio del porcentaje de
motilidad para etilenglicol fue de 55%, para glicerol 44.1% y para DMSO 5.8%
dando como resultado una diferencia significativa superior para el medio que
contenía Etilenglicol.
De igual forma se evaluó el porcentaje de células que respondían a la prueba
hipoosmótica, obteniendo un promedio de 56.6% con etilenglicol, 32.8% con
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glicerol y 13.6% con DMSO. Encontrando también una diferencia significativa
siendo superior el medio con Etilenglicol (Tabla N°6).
Tabla N°6 Resultados para % de motilidad y % en prueba hiposmotica (P. H.) expresados
en promedio y mediana para cada uno de los crioprotectores post-descongelación

Crioprotector

Etilenglicol

Glicerol

DMSO

Parámetro

% Motilidad

% P. H.

% Motilidad

% P. H.

% Motilidad

% P. H.

Promedio

55

56.6

44.1

32.8

5.8

13.6

Mediana

65

68

45

36.5

5

14

Gràfico N° 1. Comparación de promedios del porcentaje de motilidad post-descongelación
de los diferentes crioprotectores

% promedio
de motilidad
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Grafico N° 2. Comparación de promedios del porcentaje de células que respondieron a la
prueba hiposmotica post-descongelación de los diferentes crioprotectores

7.4. PRUEBA DE FERTILIDAD
Las hembras comenzaron a ser inseminadas en el momento en el cual las
células superficiales empezaron a disminuir en número observándose en un 98%
por campo y decreciendo, a partir de aquí las perras fueron inseminadas cada 48
horas en tres ocasiones; el semen fue depositado atravesando el cérvix de la
perra con pistola universal guiada por ecografía. No obstante, no se obtuvo
ninguna preñez, por lo tanto, no hay diferencias significativas entre los
crioprotectores en cuanto a la prueba de fertilidad in vivo.
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8. DISCUSIÓN

En el presente estudio se demostró in vitro a través de la prueba hiposmótica y el
porcentaje de motilidad post-descongelación de los espermatozoides que fueron
congelados con etilenglicol versus Glicerol versus DMSO, que la molécula que
mejor protege al espermatozoide de la injuria ocasionada por el proceso de
congelación es el etilienglicol, sin embargo, la finalidad del presente trabajo era
demostrar dicha superioridad en una prueba de fertilidad in vivo, lo cual no se
pudo conseguir.
Para dar explicación a la ausencia de la meta resulta es necesario analizar los
procesos para lograr encontrar el error:
Proceso de congelación: En la evaluación del semen fresco se encontró que el
promedio de los tres perros el porcentaje de motilidad fue de un 88.33% y un
porcentaje de espermatozoides vivos de 94.66%, las pajillas de 0.5ml fueron
empaquetadas a 100 X106 espermatozoides/ml, y si bien en los procesos de
congelación la tasa de mortalidad de espermatozoides es muy alta y el medio de
congelación que mejores resultados in vitro obtuvo fue aquel que contenía
etilenglicol con un porcentaje promedio de motilidad de 55% y un porcentaje de
espermatozoides vivos de 68.6% (Ver anexo N° 4),esto quiere decir que las
perras estaban siendo inseminadas con 27.5 x 106 espermatozoides viables por
pajilla, Jiménez reportó se habían obtenido preñeces a través de inseminación
intrauterina con concentraciones de 25 x 106 espermatoziodes.
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Determinación del momento optimo para el servicio: La citología vaginal
exfoliativa es una gran herramienta para determinar el momento óptimo en el
cual la hembra puede aceptar al macho ya que el edema vulbar y vaginal
disminuyen considerablemente por el descenso de los estrógenos, sin embargo,
los cambios que se observan en la celularidad no determinan exactamente el
momento en el cual una hembra canina comienza a ovular, en la hembra
promedio la ovulación ocurre a partir del día 1 del estro, sin embargo, este no
puede ser fecundado sino 108 horas después ya que la perra ovula un oocito
primario y este madura hasta dentro de 108 horas; ahora bien, en el presente
trabajo las inseminaciones comenzaron cuando la perra entraba en estro es decir
en citología cuando el porcentaje de células superficiales comenzaba a decrecer
a menos del 98% por campo y si sabemos que el oocito de la perra no madura
sino hasta dentro de 108 horas después, en consecuencia, estaríamos perdiendo
las dos primeras inseminaciones ya que el semen canino congelado no dura mas
de 24 horas dentro del útero canino.
Técnica de Inseminación guiada por endoscopio: Este proceso radica
básicamente en la pericia que tenga el medico que realiza la inseminación
intrauterina y ya que se carece del equipo preciso que se ajuste a la anatomía del
aparato reproductor de la hembra canina y además, que permita dispara la pajilla
de 0.5ml sin ningún inconveniente y corroborar por medio de guías que esta
fuese a ser depositada verdaderamente dentro del útero, es probable, que se
haya incurrido en un error y haber depositado el semen dentro del cérvix.
Viendo los puntos anteriormente expuestos y al saber que muy probablemente
solamente una inseminación quedo durante el periodo fértil de la hembra y en el
peor de los casos cave aun la posibilidad que el semen halla sido depositado en
el cérvix, si este hubiese sido el caso, según Jimenez, la concentración debía
haber sido de 100 x 106 de espermatozoides viables y no de 27.5 x 106
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espermatozoides.

7. CONCLUSIONES
• Al ver el resultado que arroja la prueba estadística de Kruskal-Wallis
dando diferencias significativas en la evaluación microscópica entre las
moléculas crioprotectoras (Glicerol, Etilenglicol, DMSO) que se aplicaron
al diluyente Tris-Glucosa –Yema de Huevo y observar el promedio entre
las tres tanto en motilidad como en el test hipoosmòtico, se puede concluir
que: es el Etilenglicol la molécula crioprotectora que mejor protege al
espermatozoide de los daños ocasionados por la congelación en
Nitrógeno liquido (-190°C).
• Dado que El glicerol, el etilenglicol y el dimetil sulfoxido son
crioprotectantes clasificados como penetrantes, es decir, que para
efectuar su efecto crioprotector deben traspasar la membrana plasmática
del espermatozoide y esto lo logran con ayuda de la estabilización de
concentraciones entre el medio extracelular y el intracelular al deshidratar
parcialmente al espermatozoide. Loverlock estableció que uno de los
efectos por los cuales ocurría el daño irreversible a las células y que por
ende causaba la baja tasa de supervivencia de los espermatozoides al
proceso de congelación y descongelación, era la excesiva acumulación de
sales en el interior de las células 89 .

89

HOLT W., Op. cit., pag. 7
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y En la tabla N° 7(ver anexo 6) se evidencia que la masa molecular del
Etilenglicol es menor que la del Glicerol y el DMSO y según lo dicho por
Loverlock & Hammerstedt 90 es posible pensar que el Etilenglicol no
impartiría al espermatozoide un estrés hiperosmótico fuerte, por lo tanto,
deshidrataría a la célula mucho más lento y así el daño producido por la
acumulación de sales en el interior del espermatozoide debería reducirse.
• No se obtuvieron preñeces porque, a pesar que, se les realizaron
citologías vaginales a las perras para determinar el momento de estro no
se determino el momento exacto de la ovulación, y en consecuencia,
tampoco el momento de maduración del oocito.
• Procesos adecuados de dilución, elección correcta del buffer y crioprotectores,
tiempo suficiente de equilibrio, curvas apropiadas de congelado y descongelado,
determinarán un porcentaje reducido de células con membrana espermática
dañada y una mayor sobrevida de los espermatozoides en el tracto genital
femenino. La conservación de la integridad estructural y de la fisiología
espermática forman parte de los factores que permiten altos porcentajes de
preñez y tamaño de camadas mayores. Con el desarrollo de la criopreservación
de semen junto con la determinación exacta del momento de mayor fertilidad de
la hembra y una adecuada técnica de IA, esta biotecnología brindará grandes
posibilidades en el futuro.

90

BATELLIER F., Advances In Cooled Semen Tecnology, Animal Reproduction Science, Vol.68,
No. 3-4, 2001, p. 181
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RECOMENDACIONES

• Para la realización de una inseminación artificial con semen congelado es
mandatorio realizar un seguimiento riguroso del proestro y estro de la
perra por citologías vaginales seriadas, para así poder realizar un
esquema de cómo posiblemente se encuentren los niveles de estrógenos
en la perra, adicionalmente y también de forma obligatoria se debe realizar
pruebas de Progesterona y/o ecografías ováricas paralelas a las citologías
vaginales para así determinar el momento exacto de la ovulación y poder
calcular el momento de maduración del oocito y solo en estos momentos
realizar la inseminación intrauterina.
• Ya que la dosis fecundante con semen congelado es superior a 25x106
espermatozoides vivos y en los caninos machos en los cuales se realizo la
congelación de este proyecto y en otros previos a la congelación la
concentración espermática promedio fue de 200x106 espermatozoides/ml,
por lo tanto para la congelación es necesario centrifugar el semen porque
esta concentración no permite realizar una buena dilución para llevar a
cabo una congelación de semen exitosa.
• Con este proyecto se pretendió evaluar un solo componente (el
crioprotector) del diluyente para realizar la congelación de semen canino,
por lo tanto, se debe continuar investigando acerca de los demás
componentes como, las fuentes de energía, los Buffer, Las fuentes de
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proteínas y fosfolìpidos, etc.
• Procesos adecuados de dilución, elección correcta del buffer y crioprotectores,
tiempo suficiente de equilibrio, curvas apropiadas de congelado y descongelado,
determinarán un porcentaje reducido de células con membrana espermática
dañada y una mayor sobrevida de los espermatozoides en el tracto genital
femenino. La conservación de la integridad estructural y de la fisiología
espermática forman parte de los factores que permiten altos porcentajes de
preñez y tamaño de camada mayores. Con el desarrollo de la criopreservación
de semen junto con la determinación exacta del momento de mayor fertilidad de
la hembra y una adecuada técnica de IA, esta biotecnología brindará grandes
posibilidades en el futuro.
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ANEXO 1
INSEMINACION

Imagen N° 1y 2 Endoscopio
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Imagen N° 3.

Preparación perra para

inseminación

artificial

Imagen Nº4 inseminación artificial
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Imagen Nº 5. Revisión sistema reproductor

Imagen N°6. Pistola de inseminación y catéter
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Imagen N°7. Posicionamiento del catéter en el cervix

Imagen Nº 8 y 9 . Introducción del catéter en el cérvix
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ANEXO 2
EQUIPOS DE LABORATORIO

Imagen Nº 10. Termo de nitrógeno
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Imagen N° 11. Laboratorio

Imagen N° 12. Procesamiento muestras
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Imagen N° 13. Identificación los canister del termo

Imagen N°

14.

Pajillas de

0.5 ml
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Imagen Nº 15. Descongelación de la pajilla
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Imagen Nº 16 y 17. Evaluación de motilidad del espermatozoide

Imagen Nº 18. Dilución para test de prueba hipoosmotica
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Imagen Nº 19. Incubación para test de prueba hipoosmotica

Imagen Nº 20. Fructosa 100 mM
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ANEXO 3
Resultados estadísticos de Statistix
•

Statistix - Version 8.1
Shapiro-Wilk Normality Test
Variable
Motilidad
TestHipos

•

N
30
30

W
0.8505
0.8943

P
0.0006
0.0061

Statistix - Version 8.1
Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric AOV for Motilidad by Medio

Medio
1
2
3
Total

Mean
Rank
21,8
17,8
6,8
15,5

Sample
Size
10
10
10
30

Kruskal-Wallis Statistic
P-Value, Using Chi-Squared Approximation
Parametric AOV
Source
DF
Between
2
Within
27
Total
29

Applied to Ranks
SS
MS
1200.35
600.175
1020.15
37.783
2220.50

15.6767
0.0004

F
15.9

P
0.0000

Total number of values that were tied
23
Max. diff. allowed between ties
0,00001
Cases Included 30
•

Missing Cases 1

Statistix - Version 8.1
Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric AOV for TestHipos by Medio

Medio
1
2
3
Total

Mean
Rank
22,6
14,4
9,4
15,5

Sample
Size
10
10
10
30

Kruskal-Wallis Statistic
P-Value, Using Chi-Squared Approximation
Parametric AOV Applied to Ranks
Source
DF
SS
MS

75

F

11.4959
0.0032

P

Between
Within
Total

2
27
29

889.35
1354.15
2243.50

444.675
50.154

8.87

0.0011

Total number of values that were tied
16
Max. diff. allowed between ties
0,00001
Cases Included 30

Missing Cases 1

Estadística Para Examen Microscópico Del Semen
Prueba De Normalidad
Histogram
8

Frequency

6

4

2

0
-2

5

12

19

26

33

40

47

Motilidad
30 cases plotted 1 missing cases

76

54

61

68

75

82

Histogram
8

Frequenc y

6

4

2

0
-2

5

12

19

26

33

40

47

54

61

68

75

82

TestHipos
30 cases plotted 1 missing cases

Test de Shapiro-wilk
H0= La distribución de las variables es normal
HA= La distribución de las variables no es normal
Porcentaje de confiabilidad: 95% (α= 0.05)
Variable
Motilidad
Test Hiposmotico

P-Valor (P-V)
0.0006
0.0061

Decisión estadística y Conclusión:
Motilidad P-V < α = Se rechaza H0, la variable motilidad no se distribuye
de forma normal
Test Hiposmotico P-V < α = Se rechaza H0, la variable motilidad no se
distribuye de forma normal
Ya que la distribución de las variables no es normal, se requiere utilizar pruebas
no parametricas como kruskal-Wallis
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Prueba Homologada ANAVA Kruskal-Wallis
μ1= Etilenglicol
μ2= Glicerol
μ3= DMSO
Motilidad:

H0= μ1= μ2= μ3
HA= μ1≠ μ2 ≠ μ3

Variable
Motilidad:

P-Valor (P-V)
0.0000

Decisión estadística y Conclusión
P-V < α = Se rechaza H0, Si existen diferencias significativas entre
entre el potencial crioprotector de las moléculas empleadas objeto
evaluación en la congelación del semen.
Test Hiposmotico: H0= μ1= μ2= μ3
HA= μ1≠ μ2 ≠ μ3
Variable
Motilidad:

P-Valor (P-V)
0.0011

Decisión estadística y Conclusión
P-V < α = Se rechaza H0, Si existen diferencias significativas entre
entre las moléculas empleadas objeto evaluación en la congelación
del semen en cuanto a el potencial para proteger la membrana de
los espermatozoides.
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ANEXO 4
Evaluación Individual De Los Machos
Fecha: 1-Jul-2007

Paciente N° 1

Vacunación: 10-Oct-2007
Ultimo Tratamiento: Nada Especial

Edad: 4 años

Peso: 31 Kg

Desparasitación: 30-Mar-2007

EXAMEN FISICO REPRODUCTIVO
Columna: Sin Cambios Patológicos
Sistema Urogenital: Ligera producción de
Aparentes
esmegma prepucial.
Se le realizo lavado prepucial
Miembros Posteriores: Sin Cambios
Patológicos Aparentes

Diámetro Escrotal: 16cm

VOLUMEN EYACULADO
COLOR
7 ml
1° Y 2° Fracción
Claro
Amarillo
3° Fracción
No Recogida Opalacente X Rojo
Otro:
EXAMEN MICROSCOPICO PRE-CONGELACION

EXAMEN
MACROSCOPICO

ITEM
Material Extraño (+)
Motilidad Progresiva (%)
Espermatozoides /ml (X106)
Espermatozoides/Eyaculado (X106)
(%) Normales
Morfología
(%) Anormalidades 1°
Espermática
(%) Anormalidades 2°

RESULTADO
++
90 %
208 x 106
1456 x 106
90 %

VALOR NORMAL
+ a ++
>70 %
200 – 1200 x 106

4%
6%

<10 %
<20 %

>80 %

Historia y examen pre-congelación macho N° 1

EXAMEN MICROSCOPICO POST-CONGELACION
ITEM
RESULTADO
Etilenglicol
Glicerol

DMSO

75 %

65 %

13 %

Espermatozoides /Dosis (X10 )

50

50

50

% Respuesta al Test Hiposmotico

75.5 %

52 %

16 %

Motilidad Progresiva (%)
6

Examen post-congelación macho N° 1
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Fecha: 1-Ago-2007

Paciente N° 2

Edad: 3 Años

Vacunación: 7-Dic-2006
Ultimo Tratamiento: Nada Especial

Peso: 40 Kg

Desparasitación: 7-Dic-2006

EXAMEN FISICO REPRODUCTIVO
Sistema Urogenital: Producción de esmegma
Columna: Sin Cambios Patológicos
prepucial
Aparentes
Lavado Prepucial
Miembros Posteriores: Sin Cambios
Patológicos Aparentes

Diámetro Escrotal: 19cm

VOLUMEN EYACULADO
COLOR
8ml
1° Y 2° Fracción
Claro
Amarillo
3° Fracción
No Recogida Opalacente x Rojo
Otro:
EXAMEN MICROSCOPICO PRE-CONGELACION

EXAMEN
MACROSCOPICO

ITEM
Material Extraño (+)
Motilidad Progresiva (%)
Espermatozoides/ml (X106)
Espermatozoides/Eyaculado (X106)
(%) Normales
Morfología
(%) Anormalidades 1°
Espermática
(%) Anormalidades 2°

RESULTADO
+
85%
200 x 106
1600 x 106
80%

VALOR NORMAL
+ a ++
>70 %
200 – 1200 x 106

6%

<10 %

10%

<20 %

>80 %

Historia y examen pre-congelación macho N° 2

EXAMEN MICROSCOPICO POST-CONGELACION
ITEM
RESULTADO
Etilenglicol
Glicerol

DMSO

56.6 %

58.3 %

0%

Espermatozoides /Dosis (X10 )

50

50

50

% Respuesta al Test Hiposmotico

58.3 %

5.5

9.3 %

Motilidad Progresiva (%)
6

Examen post-congelación macho N° 2
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Fecha: 2-Ago-2007

Paciente: N° 3

Edad: 3 Años

Vacunación: 2-Jul-2007
Ultimo Tratamiento: Nada Especial

Peso: 34 Kg

Desparasitación: 2-Jul-2007

EXAMEN FISICO REPRODUCTIVO
Sistema Urogenital: Producción de esmegma
Columna: Sin Cambios Patológicos
prepucial.
Aparentes
Se le realizo lavado prepucial
Miembros Posteriores : Sin Cambios
Patológicos Aparentes

Diámetro Escrotal: 15cm

VOLUMEN EYACULADO
COLOR
5.5 ml
1° Y 2° Fracción
Claro
Amarillo
3° Fracción
No Recogida Opalacente X Rojo
Otro:
EXAMEN MICROSCOPICO PRE-CONGELACION

EXAMEN
MACROSCOPICO

ITEM
Material Extraño (+)
Motilidad Progresiva (%)
Espermatozoides /ml (X106)
Espermatozoides/Eyaculado (X106)
(%) Normales
Morfología
(%) Anormalidades 1°
Espermática
(%) Anormalidades 2°

RESULTADO
++
90%
216 x 106
1188 x 106
86%

VALOR NORMAL
+ a ++
>70 %
200 – 1200 x 106

4%
10%

<10 %
<20 %

>80 %

Historia y examen pre-congelación macho N° 3

EXAMEN MICROSCOPICO POST-CONGELACION
ITEM
RESULTADO
Etilenglicol
Glicerol

DMSO

26.6 %

38 %

4.5%

Espermatozoides /Dosis (X10 )

50

50

50

% Respuesta al Test Hiposmotico

29.6 %

Motilidad Progresiva (%)
6

Examen post-congelación macho N° 3
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15 %

ANEXO 5
PRUEBAS POST DESCONGELACION
Pajilla

% Motilidad

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
Promedio
Mediana
Moda

70%
80%
70%
40%
80%
70%
60%
10%
40%
30%
55,0%
65,0%
70,0%

% prueba
% de vivos
Hipoosmòtica
74%
78%
71%
81%
77%
78%
35%
45%
80%
83%
75%
77%
65%
70%
10%
80%
44%
48%
35%
46%
56,6%
68.6%
68,0%
77%
35,0%
78%

Resultado pruebas para Etilenglicol Post-descongelación

Pajilla

% Motilidad

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
Promedio
Mediana
Moda

70%
1%
40%
50%
10%
10%
75%
65%
70%
20%
41,1%
45,0%
70,0%

% de
% prueba
Hipoosmòtica vivos
63%
80%
0%
5%
33%
45%
40%
57%
5%
18%
0%
14%
50%
78%
60%
71%
60%
79%
17%
23%
32,8%
47%
36,5%
51%
0,0%
N/A

Resultado pruebas para Glicerol Post-descongelación
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Pajilla

% Motilidad

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
Promedio
Mediana
Moda

0%
10%
5%
5%
0%
0%
10%
20%
5%
3%
5,8%
5,0%
0,0%

% prueba
Hipoosmotica
10%
8%
15%
17%
5%
13%
18%
22%
15%
13%
13,6%
14,0%
15,0%

% de
vivos
12%
15%
18%
20%
7%
15%
18%
25%
15%
15%
16%
15%
15%

Resultado pruebas para DMSO Post-descongelación

ANEXO 6
Tris (hydroxymethyl) -amino metano

3.025 g

Acido citrico

1.7 g

Glucosa

1.25 g

Benzilpenicillina

100 mg

dihidroestreptomicina

100 mg

Yema de huevo fresca

20 % (v/v)

Agua destilada

100 ml
pH

Osmolaridad

6.83
381 mOsm

Composición del diluyente TRIS-Glucosa-yema de huevo 91
91

92

VERSTEGEN, J.P., et al., Long-term Motility And Fertility Conservation Of Chilled Canine Semen
Using Egg Yolk Added Tris-Glucose Extender: In Vitro And In Vivo Studies, Theriogenology, Vol.
64, No. 3, Agosto 2005, p. 723.
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Tabla: 7

Formula y características químicas de las moléculas crioprotectoras 93
F

Formula
Quimica
Masa
Molecular
Densidad

Glicerol

Etilenglicol

DMSO

C3H8O3

HOCH2CH2OH

C2H6OS

92.09
g/mol
1.261
g/cm3

62.07 g/mol
1.1132 g/cm3

92

78.13
g/mol
1.1004
g/cm3

VERSTEGEN, J.P., et al., Dog Semen Freezing After 1, 2, Or 3 Days Chilling, Theriogenology,
Vol. 64, No. 3, Agosto 2005, p. 815
93
Wikipedia, the free encyclopedia, http://en.wikipedia.org/wiki/Cryoprotectant
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